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Introduction bibliographique 
Figure 1. Représentation schématique des différents organes et tissus d’une plante que les bactéries 
phytopathogènes colonisent (Ramey et al., 2004). Les bactéries phytopathogènes se multiplient en surface des 
racines (rhizoplan), des parties aériennes de la plante, notamment sur les feuilles (phylloplan), ainsi qu’à 
l’intérieur des organes de la plante (système vasculaire et apoplaste). 
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Chapitre I : Introduction bibliographique 
Partie 1 : ÉTAPES CLÉS DE LA COLONISATION D’UNE PLANTE PAR UNE 
BACTÉRIE PHYTOPATHOGÈNE ET FACTEURS DE PATHOGÉNIE IMPLIQUÉS  
Les microorganismes et notamment les bactéries sont capables de survivre et de se 
multiplier en surface des tissus aériens, des racines et des graines, ainsi qu’à l’intérieur des 
différents organes de la plante (Figure 1). Chaque organe ou tissu envahi présente des 
caractéristiques physico-chimiques qui lui sont propres et cette situation présente des 
challenges ou des opportunités pour les microorganismes qui y sont associés. Pour provoquer 
une maladie, comme c’est le cas pour les bactéries pathogènes des mammifères, les bactéries 
pathogènes de plantes doivent être capables (i) d’adhérer aux surfaces de leur hôte, (ii) de 
coloniser et d’envahir les tissus de celui-ci, (iii) de se multiplier et de moduler 
l’environnement de leur hôte, (iv) de contourner ou d’échapper aux systèmes de défense de ce 
dernier, (v) de survivre entre deux cycles infectieux, et finalement (vi) de se transmettre ou 
d’être transmises à d’autres plantes hôtes. En conséquence, les bactéries phytopathogènes 
déploient des stratégies multiples et variées pour contourner les mécanismes de défense de 
leurs plantes hôtes, ce qui leur permet de coloniser ces dernières et d’en tirer profit. Ces 
stratégies reposent essentiellement sur des caractéristiques génomiques qui sont propres à 
chaque espèce bactérienne et qui peuvent varier en fonction du mode de vie ou du mode de 
nutrition de ces microorganismes.  
Qu’elles soient nécrotrophes (nécrogènes), comme Pectobacterium atrosepticum, ou 
hémibiotrophes (macérogènes) comme Xanthomonas campestris pv. campestris, le cycle 
infectieux de la majorité des bactéries phytopathogènes comprend en général deux étapes 
essentielles (Rico et al., 2009) : (i) une première étape de survie en surface des tissus aériens 
ou rhizosphériques, pendant laquelle les bactéries se développent en tant qu’épiphytes et 
adhérent aux surfaces sans provoquer de symptômes; (ii) une deuxième étape pendant laquelle 
les bactéries sont de vrais parasites : elles pénètrent à l’intérieur des tissus de la plante et elles 
sont alors appelées bactéries endophytes ; elles se multiplient et envahissent les tissus, et cette 
situation résulte habituellement en l’apparition de symptômes. Dans cette partie du manuscrit, 
deux étapes clés, à savoir la colonisation de la surface foliaire (encore appelée phylloplan) et 
la colonisation des tissus internes de la plante hôte par une bactérie phytopathogène, sont 
présentées. Les stratégies développées par les bactéries phytopathogènes pour coloniser 
différents niches seront également exposées.  
Figure 2. Bactéries associées à la surface foliaire d’Arabidopsis thaliana observées en microscopie 
électronique à balayage (http://microbewiki.kenyon.edu/images/8/82/Phyllosphere_b_gross.png).  
Figure 3. Principaux genres bactériens associés à la phyllosphère du riz, du trèfle, du soja et d’Arabidopsis 
thaliana (Vorholt, 2012).  
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1 COLONISATION ÉPIPHYTE DE LA PLANTE HÔTE  
La phyllosphère comprend les parties aériennes de la plante. Elle est constituée 
essentiellement par les feuilles, mais également par l’environnement qui lui est soumis 
(Hirano et Upper, 2000). Les microorganismes qui sont capables de survivre et de se 
multiplier au niveau de la phyllosphère sont appelés épiphytes (Lindow et Brandl, 2003). La 
surface foliaire constitue un habitat très vaste pour les microorganismes. En effet, la surface 
foliaire globale des végétaux terrestres a été estimée à 508 x 106 km2 (Woodward et Lomas, 
2004). Les bactéries épiphytes (Figure 2) sont les microorganismes les plus abondants au 
niveau de la phyllosphère (environ 106 à 107 cellules/cm2) (Lindow et Brandl, 2003). La 
structure et la diversité des communautés bactériennes associées à la phyllosphère ont fait 
l’objet de nombreux travaux (Delmotte et al., 2009 ; Rastogi et al., 2012 ; Redford et al., 
2010 ; Vorholt, 2012). Ces communautés bactériennes sont riches en diversité, mais cette 
diversité est cependant relativement faible en comparaison de celle que l’on peut observer 
pour les communautés bactériennes associées à la rhizosphère (Delmotte et al., 2009 ; Knief 
et al., 2012). Par ailleurs, les bactéries appartenant à la division des protéobactéries et plus 
particulièrement les α- et les γ-protéobactéries prédominent dans la phyllosphère de 
différentes espèces végétales (Rastogi et al., 2012 ; Redford et al., 2010 ; Whipps et al., 
2008). Plusieurs genres bactériens comprenant des espèces phytopathogènes (Agrobacterium, 
Burkholderia, Clavibacter, Leifsonia, Pantoea, Pseudomonas et Xanthomonas) sont 
récurrents au niveau de la surface foliaire de diverses plantes (Figure 3), où ils mènent une vie 
épiphyte avant d’initier l’infection (Rastogi et al., 2012 ; Vorholt, 2012). Ces bactéries 
épiphytes doivent s’adapter à une niche écologique qui représente un habitat particulièrement 
hostile étant donné l’altération importante, rapide et fréquente des conditions 
environnementales à la surface des feuilles (Hirano et Upper, 2000).  
 
1.1 Bactéries phytopathogènes associées à la phyllosphère  
De nombreuses espèces bactériennes peuvent cohabiter au niveau de la phyllosphère 
(Figure 3). Les bactéries phytopathogènes connues pour avoir une phase de développement 
épiphyte durant leur cycle infectieux appartiennent aux genres Pseudomonas, Xanthomonas et 
Erwinia. Celles-ci se multiplient au niveau de la phyllosphère et pénètrent dans les tissus 
foliaires pour initier la maladie lorsque les conditions sont favorables. La souche B728a de 
Pseudomonas syringae pv. syringae (agent causal de la tache bactérienne du haricot) est l’un 
Figure 4. Représentation schématique de l’anatomie d’une feuille (Vorholt, 2012). Plusieurs 
microorganismes et notamment les bactéries colonisent la surface foliaire et l’apoplaste. 
Figure 5. Topographie de la surface foliaire du fraisier (Red Pearl) observée au microscope électronique 
(Kim et al., 2009b). Face supérieure (A) et face inférieure (B). Grossissement montrant les cristaux de cires 
épicuticulaires au niveau de la face supérieure (C) et de la face inférieure (D).  
A B 
C D 
stomata 
1 µm 1 µm 
10 µm 10 µm 
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des agents pathogènes foliaires ayant une phase épiphyte prononcée en surface des feuilles. 
Cette espèce bactérienne est d’ailleurs considérée comme un modèle pour étudier la survie 
épiphyte des agents phytopathogènes foliaires (Hirano et Upper, 2000 ; Wilson et al., 1999 ; 
Yu et al., 2013). L’installation des bactéries phytopathogènes foliaires au niveau de la 
phyllosphère constitue une étape cruciale pour la réussite de l’infection (Hirano et Upper, 
2000 ; Stromberg et al., 1999 ; Wilson et al., 1999). Ainsi, la taille des populations 
bactériennes en surface des feuilles détermine le développement ou non de la maladie, et offre 
une source d’inoculum pour le cycle infectieux suivant (Akhavan et al., 2013). La présence de 
populations bactériennes au niveau de la phyllosphère contribue également à la recrudescence 
des maladies (Beattie et Lindow, 1995 ; Daugrois et al., 2003 ; Hirano et Upper, 2000).  
 
1.2 Écologie de la phyllosphère et interactions phyllosphère-bactéries 
1.2.1 Topographie de la phyllosphère  
D’un point de vue anatomique, trois tissus majeurs constituent les feuilles : la cuticule 
et l’épiderme, le mésophylle ou parenchyme foliaire, et le système vasculaire (Figure 4). Le 
premier contact entre les bactéries immigrantes et la surface foliaire a lieu au niveau de la 
cuticule. Celle-ci étant composée de deux polymères hydrophobes, la cutine (polymère de 
polyester intimement lié à l’épiderme) et la cire épicuticulaire, la cuticule forme ainsi une 
barrière lipophile caractérisée par une perméabilité très faible pour les substances polaires 
(Schonherr, 2006). Elle limite par conséquent la diffusion passive des nutriments et de l’eau 
de l’intérieur vers la surface foliaire et définit ainsi l’hydrophobicité de la feuille (Müller et 
Riederer, 2005 ; Yephremov et Schreiber, 2005). Les cires épicuticulaires, qui forment la 
couche la plus externe de la cuticule et qui sont en contact direct avec l’environnement, 
peuvent avoir des structures cristallines tridimensionnelles très variables selon l’espèce 
végétale et l’âge des feuilles (Figure 5) (Ensikat et al., 2006 ; Kim et al., 2009b). La cuticule 
présente également à sa surface des stomates, des hydathodes, des trichomes et des glandes, 
ainsi que des crevasses au niveau des nervures. Ces structures présentes en surface de la 
feuille et leur nature cireuse font qu’à l’échelle d’une bactérie, la topographie de la surface 
foliaire peut être comparable à un relief comportant des pics, des vallées et des cavités (Figure 
5) (Hirano et Upper, 2000 ; Lindow et Brandl, 2003).  
Les propriétés physico-chimiques de la cuticule influencent la transpiration et les 
échanges gazeux. Les cuticules les plus épaisses interférent avec la survie des bactéries 
A B 
Figure 6. Observations microscopiques de la surface foliaire de la tomate inoculée avec Xanthomonas 
euvesicatoria (75-3R) marquée à la GFP (Zhang et al., 2009). Les bactéries fluorescentes colonisent les 
crevasses formées entre les cellules épidermiques (A), les dépressions autour des stomates, ainsi que l’ostiole (A 
et B).  
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épiphytes en limitant la diffusion des nutriments et les échanges gazeux (Hirano et Upper, 
2000 ; Lindow et Brandl, 2003 ; Müller et Riederer, 2005). Une fois installées à la surface 
foliaire, les bactéries forment de larges agrégats (ou biofilms) et colonisent préférentiellement 
des sites ou des niches protégés. Les sites les plus fréquemment colonisés par les bactéries 
sont situés au niveau des dépressions le long des nervures, à la base des trichomes, au niveau 
des stomates et des hydathodes (Figure 6) (Mariano et McCarter, 1993 ; Monier et Lindow, 
2004 ; Ojanen-Reuhs et al., 1997; Zhang et al., 2009). Les bactéries sont également 
rencontrées dans des sites spécifiques présents chez certaines plantes comme les sillons des 
stomates du laurier ou les poils pectiques au niveau des feuilles de l’olivier (Surico, 1993). En 
général, les bactéries sont plus abondantes au niveau de la face inférieure des feuilles, ce qui 
est vraisemblablement dû au fait que cette dernière possède un nombre plus important de 
trichomes et de stomates que la face supérieure, qu’elle a une cuticule plus fine et qu’elle est 
moins exposée aux rayonnements ultraviolets (UV) (Beattie et Lindow, 1999 ; Surico, 1993 ; 
Whipps et al., 2008). Par ailleurs, la taille des populations bactériennes est proportionnelle à 
la densité des trichomes (Yadav et al., 2005).  
 
1.2.2 Caractéristiques environnementales de la phyllosphère  
1.2.2.1 Caractéristiques physiques de la phyllosphère 
Les bactéries épiphytes, exposées à la surface des feuilles, sont sujettes à des 
fluctuations rapides et extrêmes de température, de rayonnements UV, de vent et d’humidité 
relative (Beattie et Lindow, 1995 ; Hirano et Upper, 2000 ; Lindow et Brandl, 2003). Ces 
fluctuations qui peuvent se produire fréquemment et rapidement chaque jour (à savoir en 
quelques secondes à quelques heures) font de la phyllosphère un environnement hostile par 
comparaison avec d’autres environnements extrêmes mais stables (Hirano et Upper, 2000 ; 
Lindow et Brandl, 2003; Montesinos et al., 2002). Les paramètres environnementaux de la 
phyllosphère peuvent affecter considérablement l’installation des microorganismes en surface 
des feuilles, notamment les bactéries. Un des facteurs limitant la colonisation de la 
phyllosphère par les bactéries épiphytes est le flux de rayonnements UV. Il a été démontré 
que les bactéries sont plutôt sensibles aux UVB (290-320 nm) qui provoquent 
l’endommagement de l’ADN bactérien (Gunasekera et Paul, 2007 ; Jacobs et al., 2005 ; 
Kadivar et Stapleton, 2003). En général, les populations bactériennes épiphytes augmentent 
lorsque le climat est humide (humidité relative élevée et après les chutes de pluies). A titre 
d’exemple, les populations de cellules solitaires de X. axonopodis pv. phaseoli augmentent en 
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surface des feuilles de haricot après un événement pluvieux (Jacques et al., 2005). Cependant, 
les pluies intenses peuvent aussi réduire considérablement les populations bactériennes 
présentes en surface des feuilles. Ainsi, suite à un épisode pluvieux, une population 
bactérienne de 105 CFU par feuille de haricot peut être rapidement lessivée (Hirano et Upper, 
2000). D’autres facteurs comme l’humidité relative subissent également des variations 
journalières importantes, ce qui peut indirectement affecter la survie des bactéries épiphytes. 
En effet, la variation du niveau d’humidité relative pendant le cycle jour/nuit conduit à une 
variabilité de la disponibilité en nutriments et en eau, mais aussi de l’osmolarité au niveau de 
la feuille (Hirano et Upper, 2000). Étant donné qu’elle peut altérer les caractéristiques 
physiques de la phyllosphère, la disponibilité temporelle et spatiale de l’eau est aussi un 
facteur important pour la survie épiphyte des bactéries (Beattie, 2011). En effet, la 
dessiccation induit une augmentation de la concentration des solutés et des composés 
antimicrobiens émis par la plante au niveau de la surface foliaire. Une telle augmentation peut 
altérer la totalité de la population épiphyte (Beattie et Lindow, 1995). Ainsi, les agrégats 
bactériens formés par P. syringae pv. syringae ont des tailles plus importantes sur les feuilles 
de haricot humides que sur les feuilles sèches (Dulla et Lindow, 2008). 
 
1.2.2.2 Disponibilité en nutriments et autres composés  
La survie épiphyte des bactéries dépend de la disponibilité en nutriments carbonés, 
principalement, et en composés azotés, secondairement. En effet, la taille des populations 
bactériennes épiphytes est positivement corrélée avec l’abondance de composés carbonés 
(Mercier et Lindow, 2000 ; Wilson et Lindow, 1994). Une large variété de composés 
organiques et inorganiques comme les sucres, les acides aminés et les acides organiques est 
relarguée passivement par les plantes au niveau de la surface des feuilles. Cependant, leur 
composition et leur abondance varient en fonction de l’espèce végétale et des caractéristiques 
physico-chimiques de la cuticule. Le glucose, le fructose et le saccharose sont les sources de 
carbone les plus abondantes en surface de la feuille. Cependant, ces sucres ne sont pas 
facilement accessibles aux bactéries épiphytes car la distribution de ces nutriments au niveau 
de la surface foliaire est spatialement très hétérogène (Mercier et Lindow, 2000 ; Miller et al, 
2001 ; Remus-Emsermann et al., 2011 ; van der Wal et Leveau, 2011). En effet, en exprimant 
une protéine fluorescente fusionnée à un promoteur de fructose dans les cellules d’Erwinia 
herbicola, on s’aperçoit que la majorité des bactéries consomment du fructose et sont 
aléatoirement distribuées en surface des feuilles une heure après inoculation. Cependant, 24 
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heures après inoculation, le nombre de bactéries consommant le fructose diminue à 1% voire 
moins (Leveau et Lindow, 2001a et b). Les cellules bactériennes qui continuent à consommer 
le fructose ne sont pas dispersées aléatoirement en surface des feuilles, mais sont plutôt 
localisées dans des sites particuliers comme le long des nervures et près des stomates. Ces 
résultats indiquent que les nutriments sont abondants uniquement dans très peu de sites de la 
surface foliaire. Par conséquent, la plupart des bactéries immigrantes vont faire face à un 
environnement oligotrophe, et seulement un faible nombre de bactéries va pouvoir accéder à 
des sites riches en éléments nutritifs (Lindow et Brandl, 2003 ; Remus-Emsermann et al., 
2011).  
Mises à part les contraintes nutritionnelles, les bactéries épiphytes sont aussi sujettes à 
l’effet des composés antimicrobiens sécrétés au niveau de la surface foliaire, tels que les 
métabolites secondaires (terpènes, acides phénoliques) et les protéines de défense 
(Karamonali et al., 2005 ; Shepherd et Wagner, 2007). Ces molécules, présentes au niveau de 
l’apoplaste, sont sécrétées en général par des structures spécialisées telles que les hydathodes, 
les stomates et les trichomes glandulaires puis réparties sur toute la surface foliaire. Les 
métabolites secondaires présents au niveau de la phyllosphère constituent une barrière 
chimique contre les invasions bactériennes. En effet, certaines espèces végétales (l’origan par 
exemple) dont les métabolites secondaires ont une forte activité antimicrobienne s’avèrent 
faiblement colonisées par les bactéries épiphytes (Karamonali et al., 2005). De plus, la densité 
des bactéries épiphytes est inversement proportionnelle à la concentration d’un glucosinolate 
présent à la surface foliaire de certaines plantes potagères (Ruppel et al., 2008). Les protéines 
de défense PR (pour pathogenesis-related) notamment les défensines, les chitinases, les 
glucanases et les lipases sont retrouvées au niveau de la phyllosphère (Grunwald et al., 2003 ; 
Shepherd et Wagner, 2007). Ces protéines antimicrobiennes inhibent vraisemblablement la 
pénétration des bactéries mobiles via les hydathodes (Grunwald et al., 2003). D’autre part, les 
plantes émettent aussi des quantités importantes de composés organiques volatiles tels que les 
alcanes, les alcènes, les alcools, les éthers, les esters et les acides carboxyliques. Ces 
composés jouent un rôle dans l’attraction et la répulsion des microorganismes et peuvent avoir 
un effet toxique sur ces derniers (Peñuelas et Llusià, 2004).  
Etant données les contraintes rencontrées au niveau de la phyllosphère, une question 
s’impose : quelles sont les stratégies déployées par les bactéries phytopathogènes pour 
survivre dans cet environnement hostile et qui leur permettent d’affronter ces différents types 
de stress environnementaux ?  
Figure 7. Schéma récapitulatif des principaux traits microbiens requis pour l’adaptation des bactéries 
épiphytes à la survie en surface de feuilles (Vorholt, 2012).  
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1.3 Stratégies déployées par les bactéries pour coloniser la phyllosphère 
Afin de survivre et de se multiplier dans cet environnement, les bactéries épiphytes ont 
développé deux stratégies majeures : (i) une stratégie de tolérance qui consiste en la capacité 
des bactéries à tolérer ou à s’adapter à l’exposition directe aux stress environnementaux 
(rayonnements UV, manque d’eau et inaccessibilité des nutriments), et (ii) une stratégie 
d’évitement qui consiste à exploiter et à coloniser des niches protégées de ces stress. Par 
comparaison avec les bactéries saprophytes qui utilisent plutôt la stratégie de tolérance, les 
bactéries phytopathogènes foliaires ont la capacité de développer les deux stratégies, ce qui 
leur permet de s’installer et de coloniser ultérieurement les tissus foliaires (Beattie et Lindow, 
1995). Par ailleurs, ces stratégies passent par la mise en place de traits microbiens spécifiques 
permettant aux bactéries épiphytes de s’adapter aux stress environnementaux au niveau de la 
phyllosphère (Figure 7) (Vorholt, 2012). Les gènes qui sont exprimés et impliqués dans la 
survie épiphyte des bactéries ont été tout particulièrement étudiés chez P. syringae pv. 
syringae (souche B728a), agent phytopathogène foliaire sur haricot (Lindow et al., 1993 ; 
Marco et al., 2005 ; Yu et al., 2013). Les principaux gènes exprimés au niveau de la 
phyllosphère sont les gènes de chimio-tactisme, de production de surfactants, de mobilité, de 
production de polysaccharides, de transport et d’utilisation du carbone. 
 
1.3.1 Stratégies de tolérance : Production de composés bioactifs (résistance aux stress 
versus adaptation métabolique) 
Une des caractéristiques de la majorité des bactéries épiphytes consiste en la 
production de pigments tels les caroténoïdes et les xanthomonadines. Ces pigments 
neutralisent les espèces réactives de l’oxygène générées par les rayonnements UV et s’avèrent 
par conséquent une des stratégies utilisées par les bactéries épiphytes pour se protéger contre 
les UV (Jacobs et al., 2005 ; Rajogopal et al., 1997 ; Sundin et Jacobs, 1999). L’activation des 
gènes impliqués dans la réparation de l’ADN bactérien est un autre mécanisme qui permet 
aux bactéries épiphytes de mieux tolérer les rayonnements solaires (Gunasekera et Sundin, 
2006 ; Jacobs et al., 2005). D’autre part, les bactéries épiphytes doivent dégrader certains 
composés tels que les phénylpropanoïdes qui sont sécrétés au niveau de la phyllosphère et 
impliqués dans les défenses de la plante. A cet effet, les populations épiphytes de P. syringae 
pv. syringae sur-expriment des gènes codant des protéines impliquées dans la dégradation de 
la phénylalanine (Yu et al., 2013).  
Figure 8. Représentation schématique des différentes hypothèses de la modification des propriétés de la 
phyllosphère par les bactéries épiphytes (Lindow et Brandl, 2003). (A) Relargage des nutriments en surface des 
feuilles suite à la production de la syringomycine qui agit comme une phytotoxine mais aussi comme un surfactant, 
ce qui favorise la mobilité des bactéries. (B) La production d’auxine par les bactéries permet le relargage 
d’oligosaccharides à partir des cellules végétales. (C) La production d’exopolysaccharides et la formation d’agrégats 
permet aux bactéries de se protéger des stress environnementaux. 
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La dessiccation et l’inaccessibilité des nutriments au niveau de la phyllosphère sont 
d’autres facteurs limitants auxquels les bactéries épiphytes doivent s’adapter. Afin d’exploiter 
au mieux la phyllosphère, de nombreuses espèces de bactéries épiphytes en modifient ses 
propriétés en produisant des composés bioactifs et en formant des agrégats (cf. paragraphe 
1.3.2.2). Parmi les composés bioactifs synthétisés par les bactéries épiphytes (Figure 8), on 
peut citer : 
- Les bio-surfactants produits par les Pseudomonas (par exemple la syringafactine et l’acide 
alcanoïque produits par P. syringae pv. syringae) permettent d’augmenter la perméabilité de 
la cuticule. L’eau et les nutriments sont par conséquent beaucoup plus disponibles pour les 
bactéries épiphytes (Hutchison et Johnstone, 1993 ; Lindow et Brandl, 2003 ; Schreiber et al., 
2005). De plus, les surfactants agissent comme des lubrifiants et facilitent la mobilité de type 
"swarming" des bactéries vers des sites plus riches en nutriments. Ainsi, une coordination 
entre la production de surfactants et la formation du flagelle a été récemment démontrée 
(Berti et al., 2007 ; Burch et al., 2012 ; Xu et al., 2012).  
- La production de toxines est une autre stratégie développée par les bactéries épiphytes pour 
augmenter la disponibilité des nutriments (Figure 8A). En effet, les souches épiphytes de P. 
syringae, y compris celles qui ne sont pas phytopathogènes, produisent une toxine appelée 
syringomycine. Cette toxine permet aux souches épiphytes d’augmenter le transfert d’ions au 
travers des membranes plasmiques des cellules de la plante hôte par la formation de canaux 
ioniques. Ce phénomène permet d’améliorer le relargage des nutriments à partir des cellules 
de la plante (Hutchison et al., 1995). La syringomycine joue par ailleurs également un rôle de 
surfactant en surface des feuilles (Hutchison et al., 1995).  
- La synthèse d’hormones de croissance végétales, comme l’acide 3-indole acétique chez les 
bactéries épiphytes du genre Pseudomonas et les Xanthomonas, permet, à des concentrations 
faibles, de détruire les parois cellulaires et de stimuler ainsi le relargage des mono- et 
oligosaccharides à partir des cellules végétales (Figure 8B) (Fett et al., 1987 ; Lindow et 
Brandl, 2003 ; Lindow et al., 1998).  
- L’accumulation chez les Pseudomonas spp., par synthèse de novo ou assimilation de 
composés osmoprotecteurs, de solutés tels que le tréhalose, la choline et la betaïne les 
protègent contre la dessiccation en surface des feuilles (Chen et Beattie, 2008 ; Freeman et al., 
2010). 
 
                                                                                                                         Introduction 
9 
1.3.2 Stratégies d’évitement 
Afin d’éviter les stress environnementaux, les bactéries épiphytes ne colonisent pas 
uniformément la surface foliaire, mais elles se multiplient dans des niches protégées qui sont 
épargnées de ces stress. Les sites les plus fréquemment colonisés par les bactéries sont situés 
au niveau des dépressions le long des nervures, à la base des trichomes, au niveau des 
stomates et des hydathodes (Figure 6). A titre d’exemple, les cellules de P. syringae 
s’agrègent en forte densité exclusivement à la base des trichomes glandulaires (Monier et 
Lindow, 2003). Ces sites présentent en effet des conditions optimales pour la multiplication 
des bactéries épiphytes car ils sont riches en eau et en nutriments (Leveau et Lindow, 2001a et 
b; Miller et al, 2001 ; Schonherr, 2006). Au niveau de ces sites, les bactéries s’agrègent 
souvent en micro-colonies et forment des biofilms (Jacques et al., 2005 ; Monier et Lindow, 
2003). Etant donné que les bactéries épiphytes sont localisées préférentiellement au niveau de 
sites proches ou au niveau des ouvertures naturelles, leur pénétration dans les tissus foliaires 
en sera d’autant facilitée par la suite. 
 
1.3.2.1 Chimio-tactisme, mobilité et adhésion : Pré-requis pour la survie au niveau de la 
phyllosphère 
1.3.2.1.1 Chimio-tactisme et mobilité 
Comme c’est le cas pour les bactéries phytopathogènes rhizhosphériques 
(Agrobacterium tumefaciens et Ralstonia solanacearum), les agents phytopathogènes foliaires 
sont attirés par chimiotactisme vers les sites riches en nutriments. Ce trait microbien permet 
aux bactéries (i) de percevoir les stimuli environnementaux, puis (ii) de se déplacer vers un 
habitat où les conditions sont favorables et (iii) de localiser in fine les sites de pénétration 
(stomates, hydathodes et blessures) pour pouvoir coloniser leur plante hôte (Bren et 
Eisenbach, 2000 ; Mhedbi-Hajri et al., 2011a). Ainsi, Dickeya dadantii est attiré par l’acide 
jasmonique qui est produit au niveau des blessures, et cette molécule permettrait à la bactérie 
de diriger son mouvement et de pénétrer ensuite dans les tissus foliaires à travers les blessures 
(Antúnez-Lamas et al., 2009). 
Les signaux environnementaux sont détectés principalement par des "Methyl-accepting 
Chemotaxis Proteins" qui sont des chémorécepteurs ancrés dans la membrane bactérienne. La 
perception des signaux par ces senseurs permet aux bactéries, suite à une cascade de 
transduction de signal, de réguler le sens et la fréquence de rotation du flagelle et de contrôler 
Figure 9. Représentation schématique simplifiée de la voie de transduction du signal chimio-tactique chez les 
bactéries (Bren et Eisenbach, 2000). Les chémorécepteurs, ancrés dans la membrane des bactéries, détectent les 
signaux environnementaux et interagissent en conséquence avec les protéines cytoplasmiques Che. Ces protéines 
transmettent le signal à l’intérieur de la cellule via une cascade de phosphorylation. Une fois phosphorylée, la protéine 
CheY interagit avec le moteur du flagelle pour contrôler la mobilité des bactéries. 
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Figure 10. Représentation schématique d’une coupe transversale d’une feuille montrant les principaux 
traits microbiens de la souche B728a de Pseudomonas syringae pv. syringae qui sont induits en surface des 
feuilles et ceux qui sont induits dans l’apoplaste (Yu et al., 2013). En se basant sur des analyses de 
transcriptomique, les cellules épiphytes de P. syringae sont (A) mobiles et utilisent le chimio-tactisme pour se 
déplacer et localiser les sites riches en nutriments. Celles-ci sont particulièrement actives dans (B) l’utilisation du 
phosphate disponible en surface des feuilles et (C) dans la dégradation de la phénylalanine, une molécule dont 
dérivent les phénylpropanoïdes, composés impliqués dans les défenses de la plante. En revanche, les cellules 
bactériennes apoplastiques sont particulièrement actives dans (D) la dégradation de l’acide gamma-amino 
butyrique (GABA), (E) la production de phytotoxines et d’autres métabolites secondaires, (F) la production de la 
syringoline A, un métabolite qui supprime les réactions de défense en surface des feuilles, entre autre au niveau des 
stomates, et (G) l’activation des phages. Enfin, bien que le stress osmotique soit une caractéristique des deux 
environnements, (H) les cellules bactériennes apoplastiques s’avèrent beaucoup plus exposées à ce stress car elles 
sur-expriment les gènes impliqués dans la synthèse de solutés tels que le tréhalose.  
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ainsi leur mobilité (Figure 9) (Bai et al., 2010 ; Bren et Eisenbach, 2000 ; Jarrell et McBride, 
2008). Les bactéries vont par conséquent diriger leur mouvement vers les molécules chémo-
attractives et éviter les molécules chémo-répulsives.  
Récemment, une étude transcriptomique a permis de montrer que les gènes impliqués 
dans le chimiotactisme, ainsi que ceux impliqués dans la mobilité (formation du flagelle), 
étaient induits dans les cellules de P. syringae pv. syringae épiphytes mais faiblement induits 
voire réprimés dans l’apoplaste (Figure 10) (Yu et al., 2013). Ce résultat permet de mettre en 
évidence d’une part la distribution inégale des nutriments au niveau de la phyllosphère, et 
d’autre part une relocalisation active de ces bactéries vers des micro-habitats riches en 
nutriments (ou vers les sites d’entrée à l’apoplaste). Un mutant non mobile (mutation au 
niveau du gène fliH indispensable pour l’assemblage du filament flagellaire) d’Erwinia 
amylovora (agent causal du feu bactérien) est virulent au même titre que la souche sauvage 
lorsqu’il est pulvérisé au niveau de feuilles de pommier présentant des blessures. En revanche, 
ce même mutant s’avère beaucoup moins virulent sur des feuilles ne présentant pas de 
blessures, ce qui suggère une capacité réduite à se déplacer et à atteindre les sites de 
pénétration (ouvertures naturelles) (Cesbron et al., 2006). Ces résultats révèlent également 
l’importance de la mobilité dans la colonisation de la phyllosphère par les bactéries épiphytes. 
Par ailleurs, la mobilité permet aux bactéries d’envahir des sites autres que le site d’infection 
primaire.  
Bien que la majorité de TBDT (pour TonB-Dependants Transporters) soient impliqués 
dans le transport actif de grosses molécules, notamment les composés carbonés, ces derniers 
peuvent être utilisés par les bactéries pour percevoir les signaux environnementaux (en 
particulier la disponibilité des nutriments) (Koebnik, 2005). Une analyse de métagénomique 
réalisée au niveau des feuilles de trois espèces végétales a montré que les TBDT sont sur-
exprimés chez les populations bactériennes épiphytes (Delmotte et al., 2009). Les auteurs de 
ces travaux suggèrent que cette sur-représentation permet aux bactéries épiphytes de mieux 
s’adapter à la phyllosphère. En outre, X. campestris pv. campestris possède un système CUT 
(pour Carbohydrate Utilization with TBDT systems) qui est impliqué dans l’utilisation de 
composés carbonés, et qui s’avère indispensable pour la multiplication optimale de la bactérie 
en surface des feuilles (Déjean et al., 2013). 
 
Figure 11. Représentation du processus de formation d’un biofilm chez Xanthomonas axonopodis pv. citri 
(Li et Wang, 2011a).  
(1) Détection et déplacement vers les sites riches en nutriments: les bactéries planctoniques détectent les sites 
riches en nutriments par chimio-tactisme et se déplacent vers ces derniers par mobilité flagellaire. (2) 
Attachement initial des bactéries aux surfaces: les bactéries s’installent et se multiplient au niveau de ces sites, 
et s’attachent par des adhésines aux surfaces d’où formation d’une mono-couche bactérienne. (3) Développement 
d’une microcolonie ou d’un biofilm pré-mature: la production d’exopolysaccharides (EPS), de 
lipopolysaccharides (LPS) et de CPS (‘capsular polysaccharides’) favorise l’attachement des bactéries entre-elles 
et le développement vertical de la microcolonie. (4) Formation d’un biofilm mature: la production d’EPS, de 
LPS et de CPS ainsi que d’autres protéines permet la maturation du biofilm. (5) Dispersion du biofilm: la 
transition d’un état sessile vers un état planctonique se fait par le quorum-sensing (QS), un mécanisme taille de 
population-dépendant. 
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Figure 12. Observation en microscopie électronique d’une feuille de haricot colonisée par Xanthomonas 
axonopodis pv. phaseoli (Mhedbi-Hajri et al., 2011b). Les bactéries adhèrent à la surface foliaire à l’aide 
d’adhésines qui sont des structures filamenteuses présentes en surface des bactéries.   
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1.3.2.1.2 L’adhésion 
La détection d’une niche favorable est suivie par l’adhésion des bactéries entre-elles et 
à la surface des feuilles. Cette étape d’adhésion est un pré-requis pour l’agrégation des 
bactéries en structure de type biofilms (Figure 11) (Stoodley et al., 2002). Le chimiotactisme 
et l’adhésion sont interconnectés puisque la formation de biofilm est régulée par un 
mécanisme taille de population-dépendant appelé le quorum-sensing (QS) (Dow et al., 2003). 
Chez la plupart des bactéries, le QS régule négativement la mobilité des bactéries, mais régule 
positivement l’agrégation et la formation de biofilms (Dow et al., 2003 ; Quinones et al., 
2004 et 2005 ; Xu et al., 2012). La répression des gènes impliqués dans la formation du 
flagelle par le QS se traduit par une transition réversible du mode de vie des bactéries d’un 
état planctonique vers un état agrégé.  
Afin de s’agréger entre-elles ou à la phyllosphère, les bactéries doivent d’abord 
adhérer aux surfaces. Les structures adhésives présentes en surface des bactéries leur 
permettent de s’attacher mieux à la phyllosphère et de ne pas être lessivées par les pluies 
intenses (Figure 12). L’attachement aux surfaces requiert principalement deux types de 
protéines de surface appelées adhésines fibrillaires et adhésines non-fibrillaires. Les 
exopolysaccharides et les lipopolysaccharides peuvent également être impliqués dans 
l’adhésion (Mhedbi-Hajri et al., 2011b).  
Les adhésines fibrillaires comprennent plusieurs types de pili ou fimbriae et 
notamment les pili de type IV (Tfp), structures filamenteuses codées par les gènes pil. Les 
Tfp sont des homopolymères d’une protéine unique appelée la piline (codée par pilA) 
(Gerlach et Hensel, 2007; Mhedbi-Hajri et al., 2011b). Ces structures de surface permettent la 
mobilité reptatoire ou "twitching motility" des cellules bactériennes. En effet, une fois bien 
adhérés à la surface, ces pili sont capables de se rétracter en permettant à la cellule 
bactérienne d’avancer (Jarrell et McBride, 2008). Ce même mécanisme permet l’attachement 
des bactéries à différentes surfaces mais aussi entre-elles. Les adhésines non-fibrillaires sont 
également des protéines de surface et elles sont sécrétées via le système de sécrétion de type 
V. Ces protéines requièrent des auto-transporteurs trimériques (comme par exemple les 
protéines XadA et YadA) et un système TPS (pour Two-Partner Secretion) (comme 
l’hémagglutinine FhaB et la protéine YapH) (Gerlach et Hensel, 2007; Mhedbi-Hajri et al., 
2011b). 
 
Figure 13. Rôle des adhésines fibrillaires (gène fimA) de X. axonopodis pv. vesicatoria dans la formation 
d’agrégats (Ojanen-Reuhs et al., 1997). (A) Fimbriae (flèches) présents en surface d’une cellule de X. axonopodis 
pv. vesicatoria. Formation d’agrégats in vitro par la souche sauvage (B) et par le mutants fimA de X. axonopodis 
(C). La souche sauvage (D) adhère et forme de large agrégats au niveau des trichomes alors que le mutant fimA (E) 
est affecté dans sa capacité à former des agrégats et à adhérer aux trichomes. 
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Chez les bactéries phytopathogènes foliaires, et notamment chez les Xanthomonas, les 
adhésines fibrillaires et non-fibrillaires ont un rôle dans l’attachement aux surfaces et par 
conséquent dans l’agrégation des cellules bactériennes en biofilm (Büttner et Bonas, 2009 ; 
Mhedbi-Hajri et al., 2011b). A titre d’exemple, les pili de type IV de X. campestris pv. 
hyacinthi permettent l’attachement de cette espèce bactérienne aux stomates et aux 
hydathodes de sa plante hôte (van Doorn et al., 1994). C’est également le cas pour P. syringae 
pv. phaseolicola sur le haricot (Romantschuk et Bamford, 1986). En revanche, la mutation du 
gène fimA (homologue de pilA) chez X. axonopodis pv. vesicatoria s’avère sans effet 
significatif sur la virulence et l’attachement de cette bactérie en surface des feuilles de tomate 
(Ojanen-Reuhs et al., 1997). Un gène fimA fonctionnel est cependant nécessaire pour la 
formation de biofilm in vitro et en surface des feuilles de tomate (Figure 13), mais aussi pour 
mieux tolérer les rayonnements UV. D’autre part, des observations en microscopie 
électronique ont permis de révéler que, contrairement à la souche sauvage, le mutant fimA est 
affecté dans sa capacité à adhérer et à former des agrégats au niveau des trichomes (Figure 
13) (Ojanen-Reuhs et al., 1997).  
De même, les adhésines non-fibrillaires de D. dadantii, X. oryzae pv. oryzae, X. 
axonopodis pv. citri et X. fuscans subsp. fuscans ont un rôle dans l’attachement à la surface 
foliaire ainsi que dans la formation de biofilms (Darsonval et al., 2009 ; Das et al., 2009 ; 
Gottig et al., 2009 ; Ray et al., 2002 ; Rojas et al., 2002). A titre d’exemple, un mutant du 
gène xadA1 (homologue de yadA de Yersinia spp.) de X. oryzae pv. oryzae n’est plus capable 
de s’attacher et de coloniser la phyllosphère du riz (Das et al., 2009; Ray et al., 2002). Par 
ailleurs, ce mutant produit moins d’EPS que la souche sauvage (Ray et al., 2002).  
La mutation du gène fhaB (qui code une hémagglutinine) chez X. axonopodis pv. citri 
a permis de montrer que cette adhésine est non seulement impliquée dans l’attachement et 
dans la colonisation des feuilles d’agrumes, mais aussi dans l’attachement des cellules 
bactériennes entre-elles et dans la formation de biofilms. En revanche, contrairement à ce qui 
a été observé pour le mutant xadA1, le mutant fhaB produit beaucoup plus d’EPS que la 
souche sauvage, ce qui se traduit par une mobilité de type "swarming" plus importante chez le 
mutant que chez la souche sauvage (Gottig et al., 2009). Chez certaines bactéries épiphytes, 
les adhésines fibrillaires et non-fibrillaires sont des structures indispensables pour 
l’attachement, la formation d’agrégats en surface de feuilles et in fine pour la colonisation des 
tissus foliaires. 
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1.3.2.2 La formation de biofilms: Une structure protectrice pour les bactéries épiphytes 
Au niveau de la phyllosphère, les bactéries épiphytes sont fréquemment associées à de 
larges agrégats appelés biofilms (Jacques et al., 2005 ; Monier et Lindow, 2003 et 2004 ; 
Morris et al., 1998). Dans une structure de type biofilm, les bactéries s’agrègent entre-elles 
tout en adhérant à une surface biotique (la phyllosphère par exemple) ou abiotique. Le biofilm 
peut être constitué de plusieurs espèces bactériennes voire même d’espèces fongiques, ce qui 
favorise les interactions synergiques ainsi que l’échange de matériel génétique (Lindow et 
Brandl, 2003). Les étapes de formation d’un biofilm sont illustrées dans la figure 11. 
L’agrégation en structure de type biofilm constitue un avantage pour les bactéries car elle leur 
permet de tamponner leur environnement et, in fine, de mieux résister aux stress 
environnementaux (en particulier la dessiccation et les composés antimicrobiens d’origine 
végétale ou microbienne). Ainsi, les populations bactériennes de X. fuscans subsp. fuscans 
(agent causal de la graisse commune du haricot) agrégées en biofilm sont plus stables en 
surface des feuilles du haricot et tolèrent mieux le stress hydrique que les populations 
planctoniques (Jacques et al., 2005). Il en est de même pour P. syringae pv. syringae qui, 
suite à la formation de biofilms, résiste mieux à la dessiccation et aux péroxydes d’hydrogène 
(H2O2) (Monier et Lindow, 2003 ; Quinones et al., 2005). Cet effet protecteur de l’agrégation 
bactérienne est obtenu grâce à la formation des agrégats au niveau de sites plus riches en 
nutriments, et aussi grâce à la présence d’une matrice d’exopolysaccharides (EPS) qui est une 
composante essentielle et majeure du biofilm. Sécrétée par les bactéries, la matrice d’EPS est 
non seulement indispensable pour la formation du biofilm mais également pour la survie 
épiphyte des bactéries. En effet, les souches de Xanthomonas spp. et de P. syringae qui ne 
produisent pas d’EPS (à savoir le xanthane chez les Xanthomonas et l’alginate chez les 
Pseudomonas) sont sévèrement affectées dans leur capacité de survie épiphyte en surface des 
feuilles (Dunger et al., 2007 ; Kemp et al., 2004 ; Rigano et al., 2007 ; Yu et al., 1999). Etant 
donnée sa nature hydratée et anionique, la matrice d’EPS sert à retenir l’eau et à capter les 
minéraux ainsi que les nutriments nécessaires à la croissance bactérienne (Chang et al., 2007), 
ce qui permet d’augmenter l’activité métabolique des bactéries et d’améliorer leur tolérance à 
différents stress.  
La formation de biofilms est régulée par le QS, un mécanisme taille de population-
dépendant (Danhorn et Fuqua, 2007 ; Dow et al., 2003). Ce système de signalisation (cf. 
paragraphe 2.3.7) dépend de la production de molécules signal telles que le DSF (pour 
Diffusible Signal Factor) produit par les Xanthomonas et Xyllela fastidiosa, et les N-acyl 
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homosérine lactones (AHLs) chez les Erwinia et les Pseudomonas (Danhorn et Fuqua, 2007). 
Chez P. syringae pv. syringae, les AHLs s’accumulent plus rapidement au niveau des feuilles 
sèches qu’au niveau des feuilles humides de haricot. Cette caractéristique permet aux 
bactéries de former des biofilms à des densités bactériennes moins élevées que celles 
observées en absence de stress, et donc de mieux survivre en tant qu’épiphyte dans des 
conditions de dessiccation (Dulla et Lindow, 2008).  
La dispersion des cellules bactériennes (Figure 11) constituant un biofilm constitue la 
dernière étape de développement d’un biofilm. Elle est cruciale pour la colonisation de 
nouveaux hôtes et/ou la pénétration et l’envahissement d’autres tissus. Chez X. campestris pv. 
campestris, l’enzyme endo-B-(1,4)-mannanase est nécessaire pour la transition d’un état 
sessile vers un état planctonique. La production de cette enzyme est positivement régulée par 
le système de communication cellulaire rpf/DSF (Dow et al., 2003).  
 
1.3.2.3 Sécrétion d’effecteurs par le système de sécrétion de type III Hrp et de molécules 
bioactives 
1.3.2.3.1 Sécrétion de molécules bioactives : Facteurs de transition d’un mode de vie épiphyte 
vers un mode de vie endophyte 
Afin de rentrer dans l’apoplaste, les bactéries phytopathogènes foliaires doivent 
contourner les mécanismes de défense mis en place au niveau des sites de pénétration, 
notamment au niveau des stomates. Ces derniers jouent un rôle important dans l’immunité des 
plantes. En effet, suite à la détection d’un agent pathogène et plus précisément des MAMP 
(pour « Microbe-Associated Molecular Patterns ») (ex. la flagelline flg22 ou les 
lipopolysaccharides), les stomates se ferment rapidement par un mécanisme actif (en une 
heure après exposition aux bactéries) et empêchent ainsi l’entrée des bactéries dans 
l’apoplaste (Melotto et al., 2006 et 2008 ; Zeng et al., 2010a et b). Les bactéries 
phytopathogènes foliaires ont donc développé des stratégies leur permettant de ré-ouvrir les 
stomates et in fine de pénétrer dans l’apoplaste. Ces stratégies font intervenir des phytotoxines 
et des molécules bioactives qui sont secrétées par les bactéries. La coronatine, une 
phytotoxine sécrétée par P. syringae pv. tomato (DC3000) et d’autres pathovars de P. 
syringae, est suffisante et nécessaire pour contourner la fermeture des stomates induites par 
les MAMP (Melotto et al., 2006). En activant une cascade de signalisation, cette phytotoxine 
inhibe l’accumulation de l’acide salicylique qui, avec l’acide abscissique, est requise pour la 
fermeture des stomates induites par les MAMP (Zheng et al., 2012). De son côté, X. 
Figure 14. Représentation schématique du mode d’action de la syringoline A produite par Pseudomonas 
syringae pv. syringae (Misas-Villamil et al., 2013). 
 (A-B) Les mutants sylA qui ne produisent pas la syringoline déclenchent les réponses immunitaires de la plante, 
ce qui induit localement une HR et une résistance induite (dépend de la voie de signalisation de l’acide salicylique) 
dans les tissus adjacents. La pénétration des bactéries à travers les blessures est donc inhibée par les défenses de la 
plante mises en place localement (1) et dans les tissus adjacents (2). (C-D) La souche sauvage de P. syringae 
produit la syringoline A, une molécule qui inhibe les réponses immunitaires de la plante mises en place au niveau 
du premier site d’infection (3). De plus, la syringoline A diffuse dans les tissus de la plante et bloque la résistance 
induite par la voie de l’acide salicylique (4). Ainsi, les bactéries qui produisent la syringoline A peuvent 
contourner les mécanismes de défense au niveau des blessures et coloniser les tissus adjacents. 
 
Syringoline A deficient bacteria 
Syringoline A producing bacteria 
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campestris pv. campestris secrète une petite molécule dont le rôle est aussi de contourner la 
fermeture des stomates induites par les MAMP ou par l’acide abscissique. La production de 
cette molécule (dont la nature reste à préciser) est régulée par les gènes rpf (pour « regulation 
of pathogenicity factors ») impliqués dans la communication entre cellules bactériennes 
(Gudesblat et al., 2009). 
De même, deux pathovars de P. syringae pv. syringae produisent une petite molécule 
appelée syringoline A qui leur permet de contourner les mécanismes de défense exprimés au 
niveau des stomates et des blessures. En plus de l’induction de la réouverture des stomates qui 
se ferment suite à la détection des MAMP (Schellenberg et al., 2010), la syringoline A facilite 
l’entrée des Pseudomonas à travers les blessures en bloquant les mécanismes de défense 
induits localement (réaction d’hypersensibilité et dépôt de callose), mais aussi ceux induits 
dans les tissus adjacents (résistance induite qui dépend de la voie de signalisation de l’acide 
salicylique) (Figure 14) (Misas-Villamil et al., 2013). Cette molécule agit comme un 
inhibiteur du protéasome dont la fonction apparait essentielle dans la mise en place des 
réactions de défense au niveau des stomates ou des blessures. Le protéasome pourrait avoir un 
rôle dans la transcription des gènes de défenses induit par la voie de signalisation de l’acide 
salicylique. En effet, le régulateur NRP1 requiert un protéasome fonctionnel pour qu’il soit 
sous sa forme phosphorylée et activer ainsi la transcription des gènes de défense sous le 
contrôle de la voie de l’acide salicylique (Schellenberg et al., 2010). De même, la syringoline 
interfèrerait aussi avec la voie de signalisation de l’acide salicylique (Misas-Villamil et al., 
2013). 
 
1.3.2.3.2 Le Système de sécrétion de type III Hrp et ses effecteurs 
Suite à la découverte de l’existence d’un système de sécrétion de type III (SST3) Hrp 
fonctionnel chez des espèces de Pseudomonas saprophytes (Clarke et al., 2010 ; Preston, 
2001), Lindow et Brandl (2003) ont suggéré l’implication du SST3 dans la survie et la 
multiplication des bactéries épiphytes au niveau de la phyllosphère. Ainsi, ce système de 
sécrétion permettrait aux bactéries épiphytes de modifier les propriétés de la phyllosphère via 
l’insertion de la seringue et l’injection de protéines effectrices dans les cellules épidermiques. 
Contrairement à P. syringae pv. tomato dont les effecteurs du SST3 sont induits uniquement 
au niveau de l’apoplaste (Boureau et al., 2002), ceux de P. syringae pv. syringae sont 
exprimés au niveau de la phyllosphère avant la pénétration dans l’apoplaste (Lee et al., 2012). 
Les cellules bactériennes de P. syringae pv. syringae exprimant ces effecteurs sont 
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préférentiellement localisées au niveau des jonctions et en surface des cellules épidermiques 
des feuilles du tabac. Par ailleurs, le SST3 de cette espèce bactérienne s’avère non seulement 
nécessaire pour une multiplication optimale de la bactérie en surface des feuilles, mais 
également pour la formation d’agrégats (Lee et al., 2012). Certains effecteurs (HopZ3 et 
HopAA1) sécrétés par le SST3 de cette bactérie sont également impliqués dans la survie 
épiphyte (Lee et al., 2012 ; Vinatzer et al., 2006). En effet, la mutation de chacun de ces 
effecteurs provoque non seulement une multiplication plus importante des bactéries en surface 
foliaire, mais aussi une augmentation de la taille des agrégats. Ces effecteurs permettent donc 
de maintenir la population épiphyte à un seuil donné, vraisemblablement en induisant les 
mécanismes de défense de la plante. Selon Lee et al. (2012), l’implication du SST3 (ainsi que 
ses effecteurs) dans la survie épiphyte pourrait être restreinte aux bactéries ayant une phase 
épiphyte prolongée comme P. syringae pv. syringae et P. syringae pv. phaseolicola. Par 
ailleurs, les mutants de P. syringae pv. syringae affectés dans les gènes hrcC et hrpJ sont 
altérés dans leur capacité à coloniser la phyllosphère, mais aussi les espaces intercellulaires 
(Deng et Huang, 1999).  
 Chez X. fuscans subsp. fuscans, les gènes de structure du SST3 (hrpB2, hrcJ, hrcR, 
hrcT, et hrcV) ne sont pas impliqués dans la survie épiphyte de cette espèce bactérienne. En 
revanche, la survie épiphyte de cette bactérie sur les feuilles de haricot dépend des fonctions 
régulées par hrpX et hrpG, des gènes régulateurs du SST3 (Darsonval et al., 2008). HrpG est 
supposé réguler positivement les gènes impliqués dans l’adhésion, d’où son rôle dans la 
survie épiphyte de X. fuscans subsp. fuscans. 
 
2 COLONISATION ENDOPHYTE DE LA PLANTE HÔTE 
Après une phase de colonisation épiphyte, les bactéries phytopathogènes pénètrent à 
l’intérieur des tissus foliaires via les ouvertures naturelles (les stomates, les hydathodes ou les 
nectaires) ou à travers les blessures présentes au niveau de la phyllosphère. La pénétration des 
bactéries phytopathogènes à l’intérieur des tissus foliaires via les ouvertures naturelles a 
longtemps été considérée, à tort, comme un mécanisme passif. Il s’agit plutôt d’un mécanisme 
actif car plusieurs facteurs comme les éliciteurs bactériens (la flagelline flg22 et les 
lipopolysaccharides) modulent l’ouverture et la fermeture des stomates lors de l’infection 
d’une plante par une bactérie pathogène (Gudesblat et al., 2009 ; Melotto et al., 2006 ; Zeng 
et al., 2010a et b). Par ailleurs, certaines espèces bactériennes telles que Xyllela fastidiosa et 
 
Figure 15. Localisation de Xanthomonas oryzae pv. oryzae (A) et Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (B) au 
niveau des feuilles de riz (d’après Nino‐Liu et al., 2006).  Les bactéries sont colorées en noir. X. oryzae pv. 
oryzae est localisée au niveau du xylème d’une nervure principale (MV) et d’une nervure secondaire (SV) alors que 
X. oryzae pv. oryzicola est localisée au niveau de la chambre sous-stomatique (ST) et dans les espaces 
intercellulaires du  mésophylle. 
A B 
A B C 
Figure 16. Observations de microscopie électronique montrant la localisation de trois bactéries 
phytopathogènes. (A) Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo est localisée au niveau des espaces intercellulaires 
du mésophylle foliaire des agrumes (Graham et al., 2004). (B) Xylella fastidiosa est localisée au  niveau du xylème 
des agrumes (Alves et al., 2004). (C) Les phytoplasmes (flèches) sont localisés au niveau des tubes criblés du 
phloème  (Christensen et al., 2005). 
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Pantoea stewartii subsp. stewartii, ainsi que les phytoplasmes, sont véhiculés par des insectes 
vecteurs et sont directement déversés dans les faisceaux vasculaires de la plante hôte 
(Chatterjee et al., 2008a ; Christensen et al., 2005 ; Roper, 2011).  
À l’intérieur des tissus de la plante, les bactéries phytopathogènes se multiplient 
localement dans les espaces intercellulaires du mésophylle encore appelés apoplaste, et/ou 
dans les faisceaux vasculaires (xylème ou phloème) (Figures 15 et 16). Par comparaison avec 
la phyllosphère où les bactéries sont sujettes à des fluctuations des conditions 
environnementales externes, ces différents tissus ou “environnements” représentent à l’échelle 
d’un microorganisme un vrai champ de bataille dans lequel celui-ci doit faire face à des 
mécanismes de défense complexes et variés. Les processus mis en place à l’arrivée d’un agent 
pathogène dans les tissus végétaux vont déterminer la nature de l’interaction entre les deux 
partenaires et aussi, par voie de conséquence, la réussite ou non de l’infection ou de 
l’invasion. 
 
2.1 Colonisation de l’apoplaste 
2.1.1 Bactéries phytopathogènes associées à l’apoplaste : les bactéries non-vasculaires 
À l’exception des bactéries véhiculées directement dans les vaisseaux de la plante hôte 
par un insecte vecteur, l’apoplaste représente un passage obligé pour les bactéries 
phytopathogènes. Certaines espèces comme P. syringae pv. tomato et X. campestris pv. 
euvesicatoria se multiplient essentiellement et localement dans l’apoplaste. Elles sont alors 
appelées bactéries non-vasculaires ou bactéries apoplastiques (Tableau 1). En revanche, 
d’autres bactéries comme X. campestris pv. campestris et X. oryzae pv. oryzae ne sont pas 
limitées à l’apoplaste et empruntent celui-ci pour envahir par la suite le xylème. 
 
2.1.2 L’apoplaste : caractéristiques et constituants 
2.1.2.1 Caractéristiques et disponibilité en nutriments 
Chez les plantes, les communications cellule-milieu ou cellule-cellule sont réalisées 
par deux voies différentes : la voie symplastique et la voie apoplastique. Le symplaste est 
constitué par l’ensemble des cytoplasmes cellulaires qui communiquent entre eux grâce aux 
perforations présentes au niveau des parois cellulaires appelées plasmodesmes. Par opposition 
au symplaste, l’apoplaste est constitué par l’ensemble des espaces extracellulaires qui 
Figure 17. Représentation schématique d’une cellule végétale. L’apoplaste est constitué par les espaces 
extracellulaires qui délimitent les membranes plasmiques, tandis que le symplaste est formé par les espaces 
cytoplasmiques qui communiquent via les plasmodesmes (http://www.ccrc.uga.edu). 
Tableau 2. Concentration en mM de métabolites et d’ions présents dans l’apoplaste de trois espèces 
végétales : le maїs (Zea mays), le ricin (Ricinus communis) et l’orge (Hordeum vulgare) (d’après Lohaus, 
2007). 
  Zea mays Ricinus communis Hordeum vulgare 
K+ 7.7 13.7 16.0 
 Na+ 0.8 0.6 2.6 
 Cl-  2.3 1.1 3.8 
 NO3-  1.6 0.3 6.5 
∑ Amino acids 1.5 1.9 2.6 
Sucrose 1.6 1.3 2.7 
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délimitent les membranes plasmiques et le xylème. Cet espace intercellulaire comprend 
majoritairement la paroi cellulaire, le fluide apoplastique et les gaz qui sont en général 
véhiculés par les méats ou les espaces intercellulaires (Figure 17) (Sakurai, 1998 ; 
Sattelmacher, 2001). Au niveau du mésophylle foliaire, de nombreux espaces intercellulaires 
peuvent former un réseau connu sous l’appellation parenchyme lacuneux ou aérifère qui 
permet les échanges gazeux avec l’atmosphère via les stomates. Cet espace aérifère est 
beaucoup plus développé chez les plantes en C3 que chez les plantes en C4 (50% versus 20% 
du volume foliaire) (Lohaus, 2007; Sattelmacher, 2001). L’apoplaste des plantes en C4 
(notamment la canne à sucre) est divisé en deux compartiments qui sont séparés l’un de 
l’autre par les parois subérifiées et lignifiées du sclérenchyme (seule l’eau peut diffuser à 
travers cette paroi) et qui possèdent des caractéristiques ioniques et organiques différentes 
(Dong et al., 1997). Le premier compartiment est associé aux faisceaux vasculaires et ne 
contient pas de sucrose, tandis que le deuxième compartiment est associé aux cellules du 
parenchyme non vasculaire (Dong et al., 1997 ; Sattelmacher, 2001 ; Welbaum et al., 1992).   
Par analogie à l’environnement interne du corps humain, l’apoplaste est considéré 
comme l’environnement physiologique interne de la plante (Sakurai, 1998). En plus du 
transport de l’eau, des ions et de molécules organiques, l’apoplaste véhicule également des 
oligosaccharides, des hormones (telles que l’auxine, la cytokinine et l’acide abscissique) et 
des protéines (entre autres des protéines de défense) (Sakurai, 1998). Par ailleurs, l’apoplaste 
assure d’autres fonctions dont la régulation de l’homéostasie et de la croissance de la plante, 
l’acheminement des sucres vers les tissus conducteurs, la signalisation intercellulaire ainsi que 
la réponse aux stress biotiques et abiotiques (Felle et al., 2005 ; Hoson, 1998 ; Lohaus, 2007).  
Après leur passage par les ouvertures naturelles ou les blessures au niveau des feuilles, 
les bactéries phytopathogènes vont rencontrer l’apoplaste, un environnement qui est différent 
de celui de la phyllosphère. L’apoplaste constitue un environnement très dynamique dans 
lequel plusieurs processus métaboliques et de transport ont lieu. La composition et la 
concentration des nutriments dans le fluide apoplastique varient considérablement en fonction 
de l’espèce végétale, l’âge et l’horloge circadienne de la plante, mais aussi en réponse à des 
signaux de l’environnement (Tableau 2) (Hoson, 1998 ; Lohaus, 2007). Une fois dans 
l’apoplaste, les bactéries phytopathogènes se multiplient dans le fluide apoplastique qui 
constitue un milieu acide (pH 4,5-6 en fonction des espèces végétales) (Grignon et Sentenac, 
1991 ; Sakurai, 1998). Les nutriments présents dans l’apoplaste sont vraisemblablement 
suffisants pour la multiplication de microorganismes comme les bactéries phytopathogènes 
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(Rico et Preston, 2008 ; Rudolph, 1993 ; Solomon et al., 2003). En effet, l’apoplaste est un 
réservoir de sels minéraux (en particulier le potassium K+) et il contient également des acides 
organiques, des acides aminés (2-10 mM) et des ions (essentiellement chlorure et nitrate) 
(Tableau 2) (Lohaus, 2007 ; Sakurai, 1998 ; Sattelmacher, 2001).  
 
2.1.2.2 Exemples de mécanismes de défense exprimés dans l’apoplaste 
La paroi cellulaire, un des constituants majeurs de l’apoplaste, constitue le premier 
obstacle physique rencontré par les bactéries lors de l’invasion de l’apoplaste. La détection de 
l’agent pathogène par la plante résulte en le remodelage de la paroi végétale et en 
l’empoisonnement de l’apoplaste par des composés antimicrobiens (Doehlemann et 
Hemetsberger, 2013 ; Monaghan et Zipfel, 2012). La première réaction de défense mise en 
place au niveau de l’apoplaste est la génération excessive des espèces réactives de l’oxygène 
(ROS) à l’aide de peroxydases de la paroi végétale (Daudi et al., 2012 ; Delannoy et al., 
2003 ; Martinez et al, 1998). A forte doses, les ROS sont toxiques et peuvent endommager les 
cellules bactériennes par oxydation des lipides et des acides nucléiques. Suite à une infection 
du coton par X. axonopodis pv. malvacearum et du riz par X. oryzae pv. oryzae, une 
accumulation de peroxydases est observée au niveau de l’apoplaste et du xylème (Delannoy et 
al., 2003 ; Martinez et al, 1998 ; Young et al., 1995). Cette accumulation de peroxydases est 
également associée à un renforcement pariétal (formation de papilles et dépôt de lignine) au 
niveau des cellules du mésophylle et du xylème (Brown et al., 1993; Luna et al., 2010 ; 
Young et al., 1995 ). Cette réaction permet à la plante de mieux résister aux agents 
pathogènes.  
Les protéines de défense, en particulier les protéines PR telles que les chitinases, les 
thionines, les peroxydases et les protéases sont également retrouvées au niveau de l’apoplaste. 
Ces protéines peuvent avoir des activités antimicrobiennes diverses (Sakurai, 1998 ; 
Doehlemann et Hemetsberger, 2013). À titre d’exemple, deux chitinases extracellulaires 
isolées à partir de l’apoplaste des feuilles de tabac et exprimées lors de la résistance basale 
sont supposées dégrader la paroi cellulaire de certains Pseudomonas et donc affecter leur 
intégrité (Ott et al., 2006). Par ailleurs, la cathepsin B, une protéase nécessaire pour 
l’induction de la réaction hypersensible (HR) et de la résistance non-hôte chez le tabac suite à 
l’infection par E. amylovora et P. syringae, est activée une fois sécrétée au niveau de 
l’apoplaste (Gilroy et al., 2007). Dans l’apoplaste, on trouve aussi d’autres métabolites 
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secondaires (saponines, glycosides, glucosinolates, acides cinnamiques) qui sont associés à 
une fonction antifongique et antimicrobienne (Rico et al., 2009).  
 
2.2 Colonisation des tissus vasculaires 
2.2.1 Bactéries phytopathogènes associées aux tissus vasculaires : les bactéries 
vasculaires 
Les bactéries qui sont capables de se multiplier dans les faisceaux vasculaires de la 
plante sont appelées les bactéries vasculaires (Tableaux 3 et 4). La pénétration des bactéries 
dans le xylème peut avoir lieu grâce aux hydathodes (ouvertures naturelles directement reliées 
au xylème), comme c’est le cas pour X. campestris et X. oryzae pv. oryzae, ou par un 
mécanisme actif suite à la dissolution des parois cellulaire et de la lamelle moyenne comme 
c’est le cas chez X. axonopodis pv. manihotis (Boher et al., 1995 et 1996). D’autres bactéries 
phytopathogènes telles que Xylella fastidiosa et les phytoplasmes sont véhiculées directement 
dans les vaisseaux de la plante par leur insecte vecteur. Etant donnée leur localisation 
vasculaire (xylème ou phloème), ces bactéries se multiplient puis se propagent de manière 
systémique dans la plante en envahissant rapidement d’autres organes que le site d’infection. 
Parmi les bactéries très bien adaptées au xylème, on peut citer l’agent causal du flétrissement 
bactérien des Solanacées, R. solanacearum, dont les densités bactériennes dans le xylème de 
la tomate peuvent atteindre 108 à 109 cfu/g de tige (Jacobs et al., 2012).  
Si la majorité des bactéries phytopathogènes vasculaires se multiplient d’abord dans 
l’apoplaste foliaire ou rhizosphérique avant de coloniser le xylème, Xyllela fastidiosa, 
Leifsonia xyli subsp. xyli et Ralstonia syzygii se multiplient quant à elles exclusivement dans 
le xylème de la plante hôte. C’est pourquoi ces bactéries sont nommées « Fastidious Xylem-
Limited Bacteria » ou XLB. À l’exception de L. xyli subsp. xyli, Xyllela fastidiosa et R. 
syzygii sont véhiculées dans le xylème par leur insecte vecteur. Par ailleurs, la multiplication 
des phytoplasmes (bactéries phytopathogènes dépourvues de paroi cellulaire et appartenant à 
la classe des Mollicutes) et d’autres protéobactéries est aussi strictement limitée aux cellules 
du phloème (Bové et Garnier, 2002 ; Purcell et Hopkins, 1996) (Tableau 4). Ces bactéries 
vivent dans les tubes criblés du phloème et sont par conséquent intracellulaires (Bové et 
Garnier, 2002 ; Christensen et al., 2005). 
À l’exception des spiroplasmes, les bactéries associées au phloème ne sont pas 
cultivables in vitro sur milieu de culture. Ce résultat est très probablement lié au fait que la 
Figure 18. Ponctuations ou « Pits » (flèches) présentes au niveau de la paroi du xylème de 
Lindera megaphylla (d’après Nardini et al., 2011). Les ponctuations sont dépourvues de la 
paroi secondaire (SW).  PA: pit aperture, *: pit chamber. 
Tableau 5. Concentration en mM de métabolites et d’ions présents dans l’apoplaste, 
dans le xylème et dans le phloème du maїs (Zea mays) (d’après Lohaus, 2007).  
  Apoplast Xylem Phloem 
K+ 7.7 6.4 57 
 Na+ 1.0 0.2 0.7 
 Cl-  2.3 1.0 8.7 
 NO3-  1.3 4.4 n.d. 
∑ Amino acids 1.3 2.0 59 
Sucrose 2.6 0.2 822 
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sève phloémienne est riche en nutriments dont certains, indispensables pour la multiplication 
des bactéries, sont encore inconnus (Bové et Garnier, 2002). 
 
2.2.2 Les faisceaux vasculaires : caractéristiques, disponibilité en nutriments et autres 
composés 
2.2.2.1 Caractéristiques et constituants 
Les tissus conducteurs de la plante sont le xylème et le phloème. Ils communiquent 
entre eux par des échanges latéraux, ce qui permet l’ajustement des besoins en eau et la 
coordination du flux de sève. Ces deux tissus possèdent des caractéristiques et des fonctions 
différentes. Le xylème achemine la sève brute (eau chargée d’ions minéraux) depuis les 
racines vers les parties aériennes de la plante. Le phloème quant à lui, assure l’acheminement 
de la sève élaborée (sucres produits au cours de la photosynthèse) depuis les organes 
synthétiques (les feuilles) vers les organes non synthétiques (la tige, les racines).  
Le xylème est constitué par de vaisseaux morts à paroi lignifié : les trachéides et les 
éléments de vaisseaux (Vallade, 2001). Les trachéides conservent leurs parois terminales ; 
elles ne communiquent donc entre elles que par des ponctuations (zones dépourvues de paroi 
secondaire et appelées « pits » en anglais) sur les faces terminales et latérales (Figure 18). Les 
éléments de vaisseaux résorbent partiellement ou totalement leurs parois terminales et la 
communication entre deux éléments successifs s’effcetue donc par des perforations. Ces 
perforations permettent le passage longitudinal et continu de la sève brute et peuvent aussi 
permettre le passage des bactéries, ce qui conduit à un envahissement systémique de la plante 
(Bové et Garnier, 2002). Les éléments de vaisseaux, les trachéides et les cellules du 
parenchyme vasculaire communiquent entre eux latéralement via les ponctuations. Chez les 
angiospermes, le diamètre de ces ponctuations varie entre 5 et 20 nm (Choat et al., 2003). Ces 
ponctuations constituent par conséquent une barrière physique face aux agents pathogènes 
vasculaires, notamment les bactéries. A titre d’exemple, Xyllela fastidiosa forme des 
bâtonnets de 0.25–0.5 µm de diamètre (Mollenhauer et Hopkins, 1974). 
Les principaux éléments conducteurs du phloème sont les tubes criblés qui sont formés 
de cellules vivantes, mais qui deviennent anucléés à maturité. Ces tubes criblés sont associés à 
des cellules compagnes nommées aussi cellules de transfert car, au travers de plasmodesmes 
(communication symplastique), elles permettent de charger les tubes criblés en sève. Les 
plasmodesmes sont suffisamment larges pour permettre le passage de microorganismes tels 
Tableau 6. Composés de la sève phloémienne potentiellement associés à la résistance des plantes 
ou à l’initiation des réactions de défense (signalisation) (d’après van Bel et Gaupels, 2004).  
Figure 19. Perception des agents pathogènes vasculaires et mécanismes de défense mis en place par les plantes 
(d’après Yadeta et Thomma, 2013). Les plantes détectent les MAMPs ou les effecteurs sécrétés par les bactéries 
phytopathogènes via des récepteurs membranaires (XA21 chez le riz qui détecte Ax21, un MAMP de Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae) ou intracellulaires (la protéine RRS1-R de type NB-LRR chez Arabidopsis détecte l’effecteur 
PopP2 sécrété par Ralstonia solanacearum). La détection des agents pathogènes est suivie par le déclenchement des 
réactions de défense. Parmi les principales réponses immunitaires, on distingue les défenses physiques (ex. dépôt de 
callose) et les défenses chimiques (ex. accumulation de phytoalexines). Ces processus ont probablement lieu dans les 
cellules du parenchyme vasculaire.  
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les virus et les bactéries. Ils peuvent en effet atteindre jusqu’à 15 µm de diamètre (Bové et 
Garnier, 2002 ; Dinant, 2008). 
La sève phloémienne, qui est légèrement alcaline (pH 7,5-8,5), est beaucoup plus riche 
en nutriments que le xylème et l’apoplaste (Tableau 5) (Dinant, 2008 ; Lohaus, 2007). La 
concentration en saccharose de la sève élaborée peut atteindre 0,5 à 1 M en fonction des 
espèces végétales. La sève phloémienne contient également des concentrations élevées en 
acides aminés (50-200 mM), acides organiques et amides, sels minéraux (K+), et en ions 
(Ca2+). La plupart des hormones est retrouvée dans la sève phloémienne, notamment l’auxine, 
la cytokinine, l’acide abscissique, la gibbérelline et l’éthylène (Hoad, 1995).  
Contrairement aux bactéries associées au phloème, les bactéries xylémiques se 
développent dans un milieu pauvre en nutriments. En effet, la sève xylémienne contient des 
composés organiques et inorganiques, mais leur concentration est extrêmement faible 
(Tableau 5). A titre d’exemple, la concentration de saccharose est seulement de 0,2 mM chez 
le maïs, et elle est presque nulle chez la canne à sucre (Lohaus, 2007 ; Welbaum et al., 1992). 
 
2.2.2.2 Exemples de mécanismes de défense exprimés dans les tissus vasculaires 
Une fois l’agent pathogène reconnu par la plante, les deux tissus conducteurs 
déclenchent une batterie de réactions de défense. Le rôle du phloème dans l’initiation des 
réactions de défense et la transduction du signal est bien documenté (van Bel et Gaupels, 
2004). La sève phloémienne contient plusieurs molécules « signal » essentielles dans la voie 
de signalisation (Tableau 6), notamment l’acide salicylique et l’acide jasmonique, ainsi que 
les espèces réactives de l’oxygène (Rocher et al., 2006). Des protéines de défense PR sont 
également retrouvées dans le phloème (Aki et al., 2008). 
Au niveau du xylème, les bactéries vasculaires doivent d’abord faire face aux défenses 
préformées de la plante que sont les barrières physiques (principalement la paroi végétale) et 
les barrières chimiques (dont les phytoanticipines) (Figure 19) (Yadeta et Thomma, 2013). La 
formation de tyloses au niveau des vaisseaux du xylème est un des mécanismes de défense les 
plus répandus chez les plantes pour freiner une invasion microbienne (Grimault et al., 1994 ; 
Rahman et al., 1999). Les tyloses sont souvent associées à une substance gommeuse formée 
de pectine dont le rôle est d’obstruer complètement les vaisseaux envahis afin de limiter le 
passage des bactéries aux vaisseaux adjacents (Fry et Milholland, 1990 ; Rahman et al., 
1999). La formation des tyloses est plus rapide et plus étendue chez les plantes hôtes 
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résistantes que chez les plantes hôtes sensibles, ce qui montre leur implication dans la 
résistance (Grimault et al., 1994 ; Fry et Milholland, 1990).  
D’autres barrières structurales, comme l’épaississement des parois et le dépôt de 
callose peuvent également être observés au niveau du xylème suite à une infection bactérienne 
(Rahman et al., 1999). De plus, suite à une infection, plusieurs métabolites secondaires et des 
protéines impliquées dans la défense s’accumulent dans le xylème (Yadeta et Thomma, 
2013). Parmi les métabolites secondaires produits par les plantes, on trouve des composés 
phénoliques tels que la lignine, les tanins, les saponines, les flavonoïdes et les glucosinolates 
(Fontaniella et al., 2007 ; Wallis et Chen, 2012). Ces phytoalexines ont un effet antimicrobien 
et antifongique, et elles ont par conséquent aussi un rôle majeur dans la résistance des plantes. 
Plusieurs protéines PR sont également retrouvées dans le xylème et leur rôle est d’inhiber 
directement ou indirectement le développement des agents pathogènes (Aki et al., 2008 ; 
Buhtz et al., 2004). Ces protéines sont impliqués dans la résistance des plantes aux agents 
pathogènes et certaines d’entre-elles sont présentes uniquement dans la sève xylémienne des 
variétés tolérantes. Elles sont absentes de la sève des variétés sensibles, comme c’est le cas 
pour la vigne en réponse aux attaques de Xyllela fastidiosa (Basha et al., 2010). Lors d’une 
réaction incompatible entre X. oryzae pv. oryzae et le riz, on observe une augmentation de 
l’activité des peroxydases dans les faisceaux du xylème (Hilaire et al., 2001). Mise à part la 
production des espèces réactives de l’oxygène, l’augmentation de l’activité de peroxydases 
induit aussi une polymérisation des composés de la paroi végétale et, par voie de 
conséquence, une lignification et une subérification de ces derniers (Hilaire et al., 2001 ; 
Passardi et al., 2005).  
 
2.3 Stratégies déployées par les bactéries pour coloniser les tissus de la plante 
Contrairement aux bactéries épiphytes qui doivent essentiellement faire face à des 
conditions environnementales constamment variables, les bactéries phytopathogènes 
endophytes sont plutôt sujettes à une panoplie de mécanismes de défense complexes, variés et 
parfois efficaces pour stopper la maladie. Toutefois, au cours de leur évolution, les bactéries 
phytopathogènes ont à leur tour développé des stratégies sophistiquées pour contourner ou 
échapper à ces systèmes de défense, ce qui leur permet in fine de se multiplier et de tirer profit 
du menu exceptionnel qu’offre la cellule végétale (Abramovitch et al., 2006). Comme on 
vient de le voir dans le paragraphe précédent, et contrairement aux bactéries pathogènes de 
Figure 20. Stratégies majeures utilisées par Pseudomonas syringae pv. tomato et Erwinia carotovora subsp. 
atroseptica pour coloniser leur plante hôte (d’après Abramovitch et al., 2006). P. syringae pv. tomato utilise 
le SST3 Hrp pour injecter une panoplie d’effecteurs directement dans la cellule végétale, alors qu’E. carotovora 
subsp. atroseptica dépend plutôt du SST2 qui lui permet de sécréter une multitude d’enzymes de dégradation de 
la paroi végétale. 
Pseudomonas syringae pv. tomato  Pectobacterium atrosepticum  
(E. carotovora subsp. atroseptica) 
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l’homme et des mammifères qui sont intracellulaires, les bactéries pathogènes des plantes (à 
l’exception des phytoplasmes) sont extracellulaires et se développent dans l’apoplaste ou dans 
le xylème. Ces tissus, en particulier le xylème, ne présentent pas forcément des conditions 
optimales pour la multiplication des bactéries.  
Pour subvenir à leur besoin, les bactéries phytopathogènes tirent profit de la cellule 
végétale en utilisant principalement deux stratégies différentes (Figure 20). Ces stratégies 
reposent essentiellement sur les caractéristiques génomiques de ces agents pathogènes. Les 
stratégies employées pour coloniser la plante hôte et pour acquérir les nutriments ont été 
utilisées pour classer les bactéries phytopathogènes en deux groupes : les "stealth pathogens" 
(agents pathogènes furtifs) et les "brute force pathogens" (agents pathogènes de force brute) 
(Alfano et Collmer, 1996 ; Collmer et al., 2009 ; Davidsson et al., 2013 ; Rico et al., 2009). 
La première stratégie ou "stealth strategy" concerne les bactéries dont la pathogénie repose 
essentiellement sur le SST3 Hrp et ses effecteurs. Des exemples classiques de ce type de 
bactéries sont les Xathomonas spp., les pathovars de P. syringae et R. solanacearum. Les 
effecteurs secrétés par le SST3 permettent en effet à ces agents pathogènes de moduler la 
physiologie de la cellule végétale et notamment les réactions de défense, ce qui leur permet 
d’acquérir les nutriments à partir de cellules vivantes et de se multiplier dans les tissus de leur 
hôte à des densités assez élevées sans provoquer de dommages. Ce n’est qu’au stade ultime de 
l’infection que ces bactéries provoquent la mort cellulaire qui se traduit par l’apparition de 
symptômes de nécrose. Par analogie aux champignons, ces bactéries ont été considérées 
comme des hémibiotrophes. 
Si le SST3 Hrp a un rôle central chez les "stealth pathogens", son importance est 
moindre dans la pathogénie des "brute force pathogens". Les "brute force pathogens" 
possèdent en effet un large arsenal enzymatique de dégradation de la paroi végétale ou Plant 
Cell Wall Degrading Enzymes (PCWDE). Ces PCWDE sont les principaux acteurs du 
pouvoir pathogène des entérobactéries responsables des pourritures molles (D. dadantii et 
Pectobacterium spp.). Ces enzymes induisent depuis les stades précoces de l’infection une 
macération accrue des tissus, et ces bactéries se nourrissent donc à partir de cellules mortes 
(Charkowski et al., 2012 ; Toth et al., 2003). Ces bactéries sont donc considérées comme des 
nécrotrophes. Les "stealth pathogens" et les "brute force pathogens" utilisent clairement des 
stratégies de virulence assez distinctes qui reflètent des modes d’infection de la plante hôte 
très différents.  
Figure 21. Représentation schématique des principaux facteurs de virulence des Xanthomonas spp. (d’après 
Büttner et Bonas, 2009). Afin de coloniser la plante hôte, les Xanthomonas spp. dépendent essentiellement des 
systèmes de sécrétion de type 2 (SST2) et de type 3 (SST3), des adhésines, de la production d’exopolysaccharides 
(EPS) et de lipopolysaccharides (LPS). Les LPS , ainsi que d’autres PAMP, élicitent les défenses basales de la plante 
ou PAMP-Triggered Immunity (PTI). La PTI peut aussi être déclenchée par les fragments pariétaux libérés par l’action 
des enzymes de dégradation de la paroi. Le SST3 permet la translocation de protéines effectrices directement dans le 
cytosol de la cellule eucaryote et il est essentiel pour la pathogénie de ces bactéries. Ces effecteurs suppriment la PTI. 
L’effecteur XopN interagit avec les protéines TARK1 et 14-3-3 et supprime la PTI , ce qui permet la multiplication des 
bactéries et le développement des symptômes de la maladie. Les effecteurs appartenant à la famille d’AvrBs3/PthA 
modulent l’expression des gènes de la plante. XopD (effecteur de la famille cystéine protéase) ainsi que les effecteurs 
appartenant à la famille AvrRxv/YopJ déstabilisent la désumoylation des protéines végétales associées aux protéines 
SUMO ou inhibent le dépôt de callose, comme c’est le cas pour XopJ. CW: paroi végétale; PM: membrane plasmique.   
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Par ailleurs, les pathovars de certaines espèces bactériennes (comme chez les 
Xanthomonas spp.) se caractérisent non seulement par une spécificité d’hôte, mais aussi par 
une spécificité tissulaire ; ces derniers se multiplient en effet soit dans le xylème (ex. X. 
oryzae pv. oryzae) d’où une colonisation systémique de la plante, soit ils restent localisés au 
niveau des espaces intercellulaires du mésophylle foliaire (ex. X. oryzae pv. oryzicola) 
(Büttner et Bonas, 2009). Malgré l’identification de plusieurs candidats, les déterminants 
génétiques de la spécificité tissulaire qui permettent à une espèce bactérienne de coloniser un 
tissu et non l’autre ne sont pas encore déterminés à ce jour. Plusieurs analyses de génomique 
comparative ont été réalisées entre des souches de Xanthomonas appartenant à des espèces et 
des pathovars différents, et ayant des spécificités d’hôte et tissulaire différentes (Bogdanove et 
al., 2011 ; da Silva et al., 2002 ; Lu et al., 2008). D’après ces analyses, la spécificité tissulaire 
n’est pas liée à des modifications majeures dans le contenu des gènes, mais elle est associée à 
des modifications minimes (de l’ordre d’un acide aminé) dans un très faible nombre de gènes, 
dans des régions non codantes, ou à des différences à l’extérieur des clusters de pathogénie 
(Bogdanove et al., 2011 ; Lu et al., 2008). 
De plus, qu’elles soient vasculaires ou non-vasculaires, les bactéries phytopathogènes 
utilisent en général le même arsenal de facteurs de virulence pour coloniser leur plante hôte. 
En effet, les "stealth pathogens" et les "brute forces pathogens", même si leurs modes 
d’infection sont assez différents, possèdent les mêmes déterminants moléculaires. Le degré 
d’implication de ces derniers dans le pouvoir pathogène n’est cependant pas identique 
(Figures 21 et 22). Les principaux mécanismes mis en place par les bactéries phytopathogènes 
pour coloniser leur plante hôte sont présentés ci-dessous.  
 
2.3.1 Chimiotactisme et mobilité : mécanismes préliminaires à la colonisation de la 
plante hôte  
Afin de coloniser et de s’adapter spécifiquement à la plante hôte, les bactéries 
phytopathogènes commencent d’abord par percevoir et reconnaitre des molécules spécifiques 
d’origine végétale. Le chimiotactisme est un mécanisme qui permet aux bactéries de 
reconnaitre leur plante hôte et de réagir efficacement aux changements de l’environnement. 
Les bactéries phytopathogènes, et notamment les Xanthomonas, les Erwinia, P. syringae et R. 
solanacearum, possèdent des senseurs (appelés Methyl-accepting Chemotaxis Proteins) qui 
leur permettent de détecter spécifiquement les stimuli environnementaux (Buell et al., 2003 ; 
Charkowski et al., 2012 ; Mhedbi-Hajri et al., 2011a ; Yao et Allen, 2006). Suite à la 
Figure 22. Principaux facteurs de virulence des Pectobacterium spp. (d’après Davidsson et al., 2013). Les 
Pectobacterium spp. dépendent principalement des enzymes de dégradation de la paroi cellulaire (PCWDE) secrétées 
via le SST2 qui leur permettent de macérer les tissus des plantes. La mort cellulaire est favorisée par la toxine Nip et 
l’effecteur DspE sécrété par le SST3. Les défenses de la plante (PTI) sont déclenchées suite à la détection des MAMP 
(flagelline flg22) ou des DAMP (oligogalacturonides OGs). Durant les stades précoces de l’infection, les bactéries ne 
déclenchent pas la PTI (production de PCWDE finement régulée, ce qui minimise par conséquent la génération de 
DAMP), alors que durant les stades tardifs de l’infection, les défenses de la plante sont inhibées suite à la production 
massive de PCWDE et la favorisation de la mort cellulaire. 
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détection d’un stimulus, une cascade de transduction du signal (qui fait intervenir des 
protéines cytoplasmiques Che) va avoir lieu. Cette transduction du signal résulte en 
l’interaction avec le moteur du flagelle pour contrôler la mobilité natatoire ("swimming 
motility") des bactéries.  
Le rôle du chimiotactisme a été particulièrement étudié chez R. solacearum. Cette 
bactérie s’avère en effet spécifiquement attirée par les exsudats racinaires secrétés par sa 
plante hôte (la tomate), mais pas par ceux secrétés par des plantes non hôtes. De plus, 
l’utilisation de mutants affectés dans leur capacité chimiotactique, mais qui sont mobiles, a 
permis de montrer que la mobilité dirigée par chimiotactisme, et non la mobilité aléatoire, est 
nécessaire à la colonisation de la plante via les racines (Yao et Allen, 2006). En revanche, le 
chimiotactisme et le flagelle ne sont pas nécessaires lorsque la bactérie colonise le xylème. En 
effet, les mutants affectés dans le chimiotactisme ou dans la mobilité flagellaire sont 
pathogènes au même titre que la souche sauvage lorsqu’ils sont inoculés directement dans la 
tige (Tans-Kersten et al., 2001 ; Yao et Allen, 2006). R. solanacearum utilise donc le 
chimiotactisme et son flagelle polaire pour localiser et coloniser les racines de la plante hôte 
au cours des stades précoces du cycle infectieux. Une fois dans le système vasculaire, la 
bactérie perd son flagelle et la mobilité dirigée par chimiotactisme n’est plus nécessaire pour 
le développement de la maladie.  
Contrairement à ce qui a été observé chez R. solanacearum, le chimiotactisme et la 
mobilité flagellaire chez D. dadantii sont non seulement impliqués dans la pénétration de la 
bactérie à travers les feuilles, mais aussi dans la colonisation de la pomme de terre (Antúnez-
Lamas et al., 2009). Cette bactérie utilise le chimiotactisme et la mobilité flagellaire avant de 
pénétrer dans la plante, et ces mêmes mécanismes seraient aussi déployés par D. dadantii 
durant les stades tardifs de l’infection pour quitter les tissus suffisamment macérés (épuisés de 
nutriments) et coloniser ainsi d’autres tissus. 
Étant donné que la flagelline (un peptide conservé chez la majorité des bactéries) 
élicite les réactions de défense de la plante, certaines bactéries phytopathogènes comme P. 
syringae et R. solanacearum répriment vraisemblablement la synthèse du flagelle une fois à 
l’intérieur de la plante (Tans-Kersten et al., 2001 ; Yu et al., 2013). D’autres mécanismes que 
la mobilité natatoire sont donc utilisés par les bactéries phytopathogènes pour se déplacer le 
long des vaisseaux conducteurs de leur hôte. La mobilité reptatoire ou "twitching motility" 
fait intervenir les pili de type IV, des structures filamenteuses de surface associées à 
Figure 23. Pili de type IV observés chez une souche sauvage de Xylella fastidiosa en microscopie 
électronique (Meng et al., 2005). 
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l’adhésion (Figure 23). Bien que ces pili ne semblent pas indispensables pour la pathogénie 
des bactéries foliaires telles que X. axonopodis pv. vesicatoria et P. syringae pv. tomato 
(Ojanen-Reuhs et al., 1997 ; Roine et al., 1998), ils s’avèrent nécessaires chez les bactéries 
xylémiques comme R. solanacearum et Xylella fastidiosa pour la colonisation systémique de 
la plante (Liu et al., 2001 ; Meng et al., 2005).  
Même si Xylella fastidiosa est aflagellée, cette bactérie colonise efficacement le 
xylème de son hôte en migrant contre le flux de sève. Elle possède deux types de pili : des pili 
courts de type I (codés par les gènes fim) et des pili longs de type IV (codés par les gènes pil) 
(Meng et al., 2005). La mobilité de Xylella fastidiosa le long des faisceaux vasculaires dépend 
des pili longs de type IV qui lui permettent de se déplacer par "twitching". Les pili courts, 
quant à eux, ont un effet négatif sur la mobilité de Xylella fastidiosa et permettent plutôt 
l’attachement et la formation d’agrégats. Xylella fastidiosa semble donc maintenir un 
équilibre finement dosé entre ces deux types de pili. Leurs effets opposés permettent 
probablement à la bactérie de coloniser des niches écologiques très différentes que sont la 
plante hôte et l’insecte vecteur.  
La mobilité reptatoire est également requise pour la virulence de R. solanacearum 
(Kang et al., 2002 ; Liu et al., 2001). Un mutant PilA de R. solanacearum n’est plus capable 
de s’attacher de manière polaire aux cellules de tabac et aux racines de la tomate. Ce même 
mutant est aussi affecté dans sa capacité à former des agrégats en culture liquide (Liu et al., 
2001). La bactérie régule ces deux traits opposés (mobilité reptatoire et agrégation) par un 
mécanisme taille de population-dépendant qui fait intervenir le régulateur PhcA (régulateur 
transcriptionel de type LysR). A des densités bactériennes élevées, le régulateur PhcA réprime 
les mobilités natatoire et reptatoire et, en contre partie, favorise la production d’EPS, 
l’agrégation des cellules bactériennes et la formation de biofilms (Kang et al., 2002).  
 
2.3.2 L’adhésion 
Comme c’est le cas chez les bactéries épiphytes, l’adhésion est cruciale pour la 
virulence des bactéries vasculaires. En effet, il s’agit de la première étape nécessaire pour la 
formation de biofilm, une structure qui provoque l’occlusion des vaisseaux vasculaires et par 
voie de conséquence les symptômes de flétrissement. L’attachement aux surfaces requiert 
principalement deux types de protéines de surface appelées adhésines fibrillaires (ex. pili de 
type IV) et adhésines non-fibrillaires (autotransporteurs, hémagglutinines, etc.) (cf. 
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paragraphe 1.3.2.1.2). Ces deux types d’adhésines contribuent individuellement, mais de 
manière complémentaire, à différents stades du processus infectieux (Darsonval et al., 2009 ; 
Das et al., 2009). A titre d’exemple, les adhésines XadA et XadB de X. oryzae pv. oryzae sont 
impliquées dans l’attachement de la bactérie à la phyllosphère du riz, alors que les adhésines 
YapH et PilQ sont requises pour la colonisation du xylème (Das et al., 2009). En revanche, 
l’hémagglutinine FhaB de X. axonopodis pv. citri est requise à la fois pour la colonisation de 
la surface foliaire des agrumes et pour la colonisation de l’apoplaste (Gottig et al., 2009).  
Une étape cruciale du cycle infectieux de Xylella fastidiosa est l’attachement aux 
surfaces, notamment aux vaisseaux du xylème où la bactérie prolifère. Remarquablement, 
cette bactérie possède un nombre très important de gènes codant des adhésines fibrillaires et 
non-fibrillaires. Ces adhésines sont déterminantes pour la virulence de la bactérie in planta et 
pour l’adhésion de cette dernière aux intestins de son insecte vecteur (Chatterjee et al., 
2008b). En effet, la mutation des adhésines fibrillaires (FimA et FimF, protéines nécessaires 
pour l’assemblage des pili courts) ou des adhésines non-fibrillaires (une adhésine-like XadA 
et une hémagglutinine HxfB) provoque une diminution de la virulence de Xylella fastidiosa 
(Feil et al., 2007). Les adhésines fibrillaires FimA et FimF sont aussi préférentiellement 
impliquées dans l’agrégation des cellules entre-elles, tandis que les adhésines non-fibrillaires 
sont plutôt associées à l’attachement des cellules bactériennes aux surfaces, d’où leur rôle 
dans la virulence de Xylella fastidiosa. La bactérie régule l’expression de ces adhésines par le 
QS (Chatterjee et al., 2008b). 
 
2.3.3 La production d’exopolysaccharides  
Les exopolysaccharides (EPS) sont des polymères de sucres que les bactéries 
synthétisent en quantités importantes in vitro ou lors de leur multiplication in planta. Mis à 
part leur rôle dans la survie épiphyte, les EPS sont aussi essentiels pour la virulence et pour la 
formation de biofilms dans les tissus de la plante. Chez D. dadantii, un mutant d’EPS est 
moins efficace que la souche sauvage dans l’initiation de la macération des tissus et il s’avère 
incapable de produire les symptômes systémiques de pourriture (Condemine et al., 1999). 
Chez cette espèce bactérienne, il y a une coordination entre la production d’EPS et d’autres 
facteurs de virulence, ce qui confère à ces EPS le statut de facteurs de virulence authentiques. 
En outre, les mutants d’E. amylovora et de Pantoea stewartii subsp. stewartii ne produisant 
pas d’EPS ne sont pas capables de former des biofilms dans le xylème et sont par conséquent 
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beaucoup moins virulents que les souches productrices d’EPS (Koczan et al., 2009 ; 
Koutsoudis et al., 2006). L’EPS produit par Xylella fastidiosa est associé à l’agrégation des 
cellules bactériennes entre-elles, mais pas à l’attachement aux surfaces (Souza et al., 2006).  
Les EPS sont importants pour assurer l’intégralité du biofilm et pour la formation d’un 
biofilm mature. Leur rôle précis dans le développement des maladies reste cependant non 
élucidé. Pour les bactéries vasculaires, la production d’EPS bloquerait la circulation de la sève 
brute et conduirait ainsi au flétrissement de la plante (Danhorn et Fuqua, 2007 ; Souza et al., 
2006). Le xanthane, EPS produit par les Xanthomonas, permet de supprimer les défenses 
préformées de la plante, notamment le dépôt de callose (Aslam et al., 2008 ; Yun et al., 2006). 
Etant donnée sa nature anionique, le xanthane chélaterait les ions calcium qui sont présents 
dans l’apoplaste et qui sont impliqués dans l’activation des réactions de défense. À l’inverse, 
les EPS produits par R. solanacearum jouent le rôle d’éliciteurs chez les variétés de tomate 
résistantes. En revanche, chez les variétés sensibles, ils sont nécessaires pour la virulence. La 
contribution des EPS à la virulence des bactéries phytopathogènes dépend donc aussi de la 
plante hôte (Milling et al., 2011). Chez la plupart des bactéries phytopathogènes, la 
production d’EPS est régulée par le QS (cf. paragraphe 2.3.7). Chez les Xanthomonas, la 
production du xanthane est un processus demandeur d’énergie et fait intervenir deux systèmes 
de régulation contrôlés par les groupements de gènes rpf et pig (Diggle et al., 2007).  
 
2.3.4 La production de phytotoxines 
La production de phytotoxines est une caractéristique des pathovars de P. syringae. 
Ces derniers synthétisent en effet une multitude de phytotoxines comme la coronatine, la 
syringomycine, la syringopeptine, la phaseolotoxine et la tabtoxine (Bender et al., 1999). Ces 
phytotoxines ne sont pas hôte-spécifiques mais elles contribuent à la virulence des bactéries in 
planta et accentuent la sévérité des symptômes. Elles sont à l’origine des symptômes de 
chlorose (coronatine, phaseolotoxine et tabtoxine) ou des symptômes de nécroses 
(syringomycine et syringopeptine) provoqués par les bactéries. La coronatine est aussi requise 
pour le contournement de la fermeture des stomates, une réaction de défense mise en place 
suite à la détection des MAMP (Melotto et al., 2006). Cette toxine active en effet la voie de 
signalisation de l’acide jasmonique qui est elle-même antagoniste de la voie de l’acide 
salicylique. Cette action a pour conséquence d’inhiber ou de retarder la mise en place des 
défenses de la plante induite par cette voie. Chez P. syringae pv. tomato, la coronatine permet 
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aussi le développement des symptômes de la maladie et la persistance de la bactérie in planta 
(Uppalapati et al., 2007). Ce rôle n’est cependant pas dépendant de la suppression des 
réactions de défense induite par l’acide salicylique, mais pourrait être lié au fait que l’absence 
de la coronatine compromet l’expression d’autres facteurs de virulence (notamment le SST3 
Hrp). La production de la coronatine et l’expression des gènes hrp sont notamment co-
régulées chez P. syringae pv. tomato.  
La syringomycine, quant à elle, induit une perturbation des flux d’ions et une 
alcalinisation de l’apoplaste suite à la création de pores au niveau de la membrane plasmique 
des cellules végétales. Cette action conduit au relargage de nutriments à partir des cellules 
végétales et favorise ainsi la croissance des bactéries (Hutchison et al., 1995). La 
phaseolotoxine et la tabtoxine contribuent à la virulence en induisant des modifications 
locales ou systémiques dans le métabolisme de la plante (Bender et al., 1999). Un cluster de 
gènes similaire au cluster cfa des Pseudomonas qui code la coronatine a été identifié chez 
Pectobacterium atrospeticum. La mutation des gènes cfa5 et cfa6 provoque une diminution de 
la virulence de la bactérie sur pomme de terre (Bell et al., 2004). 
Peu d’espèces du genre Xanthomonas sont connues pour produire des phytotoxines. X. 
retroflexus produit une toxine qui dégrade les chloroplastes et les mitochondries d’une 
amarante (Sun et al., 2006). La toxine produite par X. oryzae provoque la mort du tissu 
végétal après infiltration dans des feuilles de riz (Dubey, 1983). La toxine la plus réputée et la 
plus étudiée du genre Xanthomonas est très certainement l’albicidine produite par X. 
albilineans, l’agent causal de l’échaudure des feuilles de la canne à sucre (Birch, 2001). 
L’albicidine, en inhibant la différenciation des chloroplastes, provoque des symptômes de 
ligne blanche et de chlorose du feuillage. Cette toxine a également des propriétés 
antibiotiques et elle constitue un puissant inhibiteur de l’ADN gyrase des organismes 
procaryotes (Hashimi et al., 2007).  
 
2.3.5 La dégradation de la paroi végétale 
La paroi végétale constitue la première barrière physique que les bactéries rencontrent 
une fois dans les tissus de la plante. Elle forme un exosquelette autour de la cellule végétale et 
elle est composée d’une structure qui forme un réseau très complexe de polysaccharides, 
incluant la cellulose, l’hémicellulose et les pectines. Certaines bactéries phytopathogènes ont 
la capacité de dégrader la paroi végétale pour l’utiliser comme source de carbone et d’énergie 
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d’une part, mais aussi pour se propager dans les tissus de l’hôte d’autre part (Büttner et 
Bonas, 2009 ; Toth et al., 2003 ; Van Sluys et al., 2002).  
Les enzymes hydrolytiques telles que les protéases, les lipases, les phospholipases, 
ainsi que plusieurs PCWDE, sont secrétées via le système de sécrétion de type II (SST2). Les 
PCWDE constituent l’arme principale et destructive utilisée par les bactéries anciennement 
classées dans le genre Erwinae (Dickeya et Pectobacterium), et elles sont essentielles pour 
l’initiation de la maladie et l’apparition des symptômes de pourriture molle (Barras et al., 
1994 ; Charkowski et al., 2012 ; Pérombelon, 2002 ; Toth et al., 2003). Une phase de latence 
pendant laquelle les bactéries se multiplient dans leur plante hôte sans causer de symptômes a 
été reportée chez les Erwinia. La transition de ce mode de vie biotrophe (phase de latence) 
vers un mode de vie nécrotrophe (symptôme de pourriture) chez ces agents pathogènes 
implique le QS. Lorsque les populations bactériennes atteignent des densités élevées dans les 
tissus de la plante, le QS active et coordonne la production de quantités importantes de 
PCWDE et d’autres facteurs de virulence, ce qui se traduit par l’apparition des symptômes de 
pourriture (Liu et al., 2008 ; Pérombelon, 2002 ; Toth et al., 2003). Parmi l’arsenal de 
PCWDE produit par les erwiniae, les pectinases sont majoritairement responsables de la 
macération des tissus et de la mort cellulaire. Plusieurs familles et isoformes de pectinases, à 
savoir les pectates lyases, les pectines lyases, les pectines méthylestérases et les 
polygalacturonases existent dans le génome des erwiniae. Le génome de Pectobacterium 
atrosepticum code 20 pectinases (Bell et al., 2004). Ces pectinases sont collectivement 
essentielles pour la pathogénie de ces bactéries, mais elles sont individuellement dispensables 
pour la macération des tissus parenchymateux (Jafra et al., 1999).  
Les PCWDE jouent également un rôle dans la pathogénie d’autres bactéries 
phytopathogènes comme X. oryzae pv. oryzae, X. campestris pv. campestris, R. solanacearum 
et Xylella fastidiosa (Büttner et Bonas, 2009 ; Liu et al., 2005; Roper et al., 2007). En 
revanche, E. amylovora ne possède pas de gènes codant des PCWDE (Sebaihia et al., 2010). 
Une seule copie d’un gène codant une polygalacturonase a été mise en évidence chez la 
souche de Xylella fastidiosa responsable de la maladie de Pierce de la vigne. Cette 
polygalacturonase s’est avérée indispensable pour la migration de la bactérie d’un vaisseau à 
l’autre, et pour la colonisation systémique de la vigne (Roper et al., 2007). Xylella fastidiosa 
migre en effet dans le xylème suite à la destruction des ponctuations « pits » de la paroi des 
vaisseaux du xylème. La polygalacturonase permet la dégradation de polymères de la pectine, 
constituant majeur de ces ponctuations (Pérez-Donoso et al., 2010). Chez X. oryzae pv. 
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oryzae, plusieurs enzymes hydrolytiques et notamment une xylanase, une cellulase et une 
endoglucanase, sont induites in planta et sont impliquées dans l’apparition des symptômes 
chez le riz. En revanche, aucune activité relative à ces enzymes n’a été détectée chez le 
pathovar oryzicola de X. oryzae (Sun et al., 2005 ; Wang et al., 2007). Toutefois, une étude 
récente a montré qu’une protéase secrétée via le SST2 est impliquée dans la virulence chez le 
pathovar oryzicola, mais elle est sans importance chez le pathovar oryzae (Zou et al., 2012). 
Cette protéase pourrait donc être un facteur de virulence associé à la spécificité tissulaire (Zou 
et al., 2012). Le pathovar oryzae se multiplie en effet dans le xylème du riz, où les parois des 
vaisseaux sont constituées essentiellement de lignine, alors que le pathovar oryzicola se 
multiplie dans les espaces intercellulaires des cellules du parenchyme où les parois cellulaires 
contiennent des composés protéinogènes. 
Par ailleurs, les fragments de paroi libérés par l’action des enzymes secrétée via le 
SST2 ont une action élicitrice et sont reconnus par la plante comme des DAMP (pour 
« Damage-Associated Molecular Patterns »). Chez X. oryzae pv. oryzae, les mécanismes de 
défense induits par les enzymes hydrolytiques sont contournés suite à la sécrétion de protéines 
effectrices via le SST3 Hrp (Jha et al., 2007). 
 
2.3.6 Le SST3 Hrp et ses effecteurs 
Afin de contourner les mécanismes de défense de la plante, les bactéries 
phytopathogènes ont développé, au cours de leur évolution, une stratégie sophistiquée leur 
permettant de manipuler discrètement mais efficacement les processus ayant lieu dans la 
cellule végétale (Figure 24). Les bactéries phytopathogènes injectent en effet dans la cellule 
végétale des protéines effectrices dont le rôle essentiel est d’inhiber les mécanismes de 
défense mis en place par la plante hôte. Ces effecteurs sont sécrétés directement dans le 
cytosol de la cellule eucaryote via le système de sécrétion de type III (SST3) de la famille des 
injectisomes Hrp (pour « hypersensitive response and pathogenicity ») (Boch et Bonas, 
2010 ; Büttner et Bonas, 2006; Kay et Bonas, 2009). Ce SST3 constitue une véritable seringue 
dont le corps basal est ancré entre les deux membranes bactériennes et se prolonge par un 
pilus extracellulaire qui peut s’étendre sur plusieurs micromètres de long et traverser la paroi 
de la cellule végétale (Figure 25). Ce pilus est terminé par un translocon qui est directement 
inséré dans la membrane de la cellule eucaryote et il forme un pore permettant le passage des 
effecteurs du pilus vers le cytosol de la cellule végétale.  
Figure 25. Modèle illustrant l’interaction de X. axonopodis pv. vesicatoria avec des plantes hôtes sensibles et 
résistantes (d’après Büttner et al., 2003). Le SST3 de la bactérie traverse la membrane bactérienne ainsi que la 
paroi cellulaire de la plante. Dès que le contact avec la cellule hôte est établi, les protéines effectrices sont injectées 
via le SST3 dans le cytosol de la cellule eucaryote. Chez les plantes sensibles, les protéines effectrices interfèrent 
avec les processus ayant lieu dans la plante hôte, ce qui provoque l’apparition des symptômes de la maladie. Chez les 
plantes résistantes, les protéines effectrices sont reconnues par les protéines R, ce qui induit la HR. PM : membrane 
plasmique ; TTS : sécrétion de type 3. 
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Les gènes hrp codant le SST3 ne sont pas exprimés de manière constitutive. Leur 
expression est en effet activée lorsque la bactérie entre dans la plante ou encore in vitro dans 
un milieu de culture inducteur (Büttner et Bonas, 2009). Ce système de sécrétion est le 
principal facteur de pathogénie des Xanthomonas, des pathovars de P. syringae, d’E. 
amylovora et de R. solanacearum (Bocsanczy et al., 2008 ; Lindeberg, 2012 ; Poueymiro et 
Genin, 2009). Ces bactéries phytopathogènes coordonnent et régulent ainsi la sécrétion d’un 
nombre très important d’effecteurs dès le début de l’infection, pour inhiber ou contourner les 
défenses de la plante, ce qui leur permet de se multiplier, de tirer profit de la cellule végétale 
et de promouvoir la maladie.  
Bien que le nombre d’effecteurs secrétés par chaque espèce bactérienne soit variable, 
une cinquantaine de familles d’effecteurs a été identifiée à ce jour. Les souches de 
Xanthomonas séquencées codent de 30 à 50 effecteurs (Lindeberg, 2012); le nombre 
d’effecteurs le plus important a été associé à X. oryzae pv. oryzae (Salzberg et al., 2008). 
Avec 34 effecteurs, P. syringae pv. tomato code le nombre le plus important d’effecteurs 
parmi les pathovars de P. syringae (Baltrus et al., 2011). Ces effecteurs ciblent et modulent 
plusieurs fonctions de la cellule végétale au profit de l’agent pathogène. Ils sont impliqués 
dans l’altération de la réponse basale de l’hôte en bloquant, par exemple, les voies de 
signalisation hormonale de la plante. Ils peuvent cependant aussi interférer dans la HR 
(Abramovitch et Martin, 2004 ; Boch et al., 2009 ; Grant et al., 2006). A titre d’exemple, 
l’effecteur AvrPtoB de P. syringae pv. tomato inhibe aussi bien la mort cellulaire que les 
défenses basales de la plante (dépôt de callose) (Abramovitch et al., 2003). Le domaine N-
terminal d’AvrPtoB est suffisant pour supprimer les défenses basales, et le domaine C-
terminal facilite quant à lui le contournement de la HR chez la tomate. D’autres effecteurs 
comme AvrBs3 miment les activateurs transcriptionnels de la plante. Ils stimulent ainsi 
l’apparition des symptômes de la maladie et la dispersion de l’agent pathogène à d’autres 
plantes au cours des étapes tardives du processus infectieux (Kay et al., 2007). 
En revanche, chez d’autres bactéries phytopathogènes, notamment les Pectobacterium 
et D. dadantii, le SST3 ne semble pas être indispensable pour leur pathogénie (Charkowski et 
al., 2012). En effet, la mutation du SST3 chez ces bactéries n’a qu’un effet mineur sur la 
virulence et elle n’induit pas une HR comme c’est le cas chez les Xanthomonas et les 
Pseudomonas. Un seul effecteur, nommé DspE, a été identifié chez Pectobacterium 
carotovorum. Cet effecteur n’inhibe pas les défenses basales de la plante mais, au contraire, 
élicite la mort cellulaire programmée au niveau des feuilles de tabac (Kim et al., 2011).  
Elevated cellular 
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Autoinduction of DSF synthesis 
Virulence factor synthesis  
Biofilm dispersal, Motility  
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Figure 26. Perception du DSF et transduction du signal chez X. campestris (d’après Dow et al., 2006 et 2009). 
La synthèse du signal DSF est réalisée par la protéine RpfF et dépend partiellement de la protéine RpfB. Le signal 
DSF est détecté par le système de régulation à deux composants RpfC/RpfG. La phosphorylation du régulateur 
RpfG (une phosphodiésterase qui hydrolyse le di-GMPc, un messager secondaire intracellulaire) induit une 
altération du niveau intracellulaire du di-GMPc. Un niveau faible du di-GMPc favorise l’expression des facteurs de 
virulence, la dispersion du biofilm et la mobilité des bactéries. RpfC peut détecter d’autres signaux 
environnementaux. Les rectangles représentent les hélices transmembranaires, REC est un domaine CheY-like, 
HPT est un domaine transmetteur de groupement phosphore et HK est un domaine histidine kinase. 
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Ces bactéries adaptent donc le SST3 en fonction de leur mode de vie nécrotrophe et l’utilisent 
pour promouvoir la macération des tissus au niveau des feuilles (Hogan et al., 2013; Kim et 
al., 2011). De plus, certaines souches de Pectobacterium et de Dickeya ne possèdent pas le 
SST3 Hrp (Kim et al., 2009a ; Pitman et al., 2010). Ces souches sont toutefois capables de 
provoquer la macération des tiges et des tubercules de pomme de terre, mais elles ne peuvent 
pas infecter les feuilles. Ces observations suggèrent que le SST3 Hrp permet à 
Pectobacterium carotovorum d’élargir la gamme de tissus qu’elle peut infecter (en incluant 
les feuilles) (Charkowski et al., 2012 ; Hogan et al., 2013).  
D’autres bactéries phytopathogènes comme X. albilineans et Xylella fastidiosa ne 
possèdent pas non plus ce système de sécrétion (Simpson et al., 2000 ; Pieretti et al., 2009). 
« Comment contournent-elles ou suppriment-elles les réactions de défense de la plante ? » 
reste jusqu’à présent une question sans réponse. 
 
2.3.7 Le quorum-sensing : régulation de l’expression des gènes de virulence  
Afin de réguler et de synchroniser leur comportement, leur physiologie et l’expression 
des gènes de virulence, les bactéries phytopathogènes communiquent entre elles par 
l’intermédiaire de molécules signal. Cette propriété de communication intercellulaire est taille 
de population-dépendante et appelée « quorum-sensing » (QS) (Diggle et al., 2007 ; Ryan et 
Dow, 2011). Les bactéries produisent en effet des molécules signal qui s’accumulent dans le 
milieu extracellulaire et qui peuvent, suite à l’augmentation de la densité de la population 
bactérienne, atteindre un seuil critique. Cette situation permet d’activer des récepteurs 
protéiques spécifiques qui à leur tour permettent la régulation de nombreuses fonctions 
cellulaires.  
Les bactéries phytopathogènes synthétisent des molécules signal de nature chimique 
différente ; on peut ainsi citer les N-acyl-homoserine lactones (AHLs) produites par les 
Pseudomonas et les erwiniae, l’acide méthyl-ester-3-hydroxypalmitique (3-OH-PAME) 
produit par R. solanacearum, et l’acide cis-11-méthyl-2-dodécenoïque produit par les 
Xanthomonas. Cette diversité de structure reflète la capacité qu’a chaque espèce bactérienne à 
adapter les traits régulés par le QS en fonction de son mode de vie et de son besoin de 
coloniser différentes niches écologiques. Chez ces bactéries, le QS permet, suite à une 
cascade de réactions complexes, de réguler un certain nombre de fonctions comme le chimio-
tactisme, la mobilité, la production d’EPS, la formation et la dispersion du biofilms, le 
Figure 27. Voies de régulation contrôlant l’expression des gènes impliqués dans le pouvoir pathogène de 
X. campestris pv. campestris (d’après Büttner et Bonas,  2009).  
(1) La protéine RpfF est une hydratase enoyl-CoA impliquée dans la synthèse de DSF, la molécule diffusible du 
quorum sensing. Cette molécule s’accumule dans le milieu extracellulaire durant la phase stationnaire de 
croissance. (2) Le DSF est détecté par le système de régulation à deux composants RpfC/RpfG. (3) Le régulateur 
RpfG est une phosphodiestérase impliquée dans l’hydrolyse d’un messager secondaire intracellulaire, le di-GMP 
cyclique. (4) Un niveau faible de di-GMPc active l’expression des gènes impliqués dans le pouvoir pathogène 
alors qu’un niveau élevé de di-GMPc favorise la formation de biofilms et (5) réprime la fixation du régulateur 
transcriptionnel Clp aux promoteurs des gènes cibles. Clp active l’expression des gènes codant les enzymes 
extracellulaires, les composants du SST2 et SST3, des gènes impliqués dans la synthèse des EPS et (6) 
l’expression des gènes régulateurs fhrR et zur. (7) L’activateur transciptionnel Zur et le régulateur HrpG activent 
l’expression du gène hrpX qui code un régulateur contrôlant l’expression des gènes hrp. (8) Le régulateur FhrR 
régule l’expression des gènes codant le flagelle et les gènes hrp. (9) Un autre système de signalisation à deux 
composantes RavS/RavR contribue à l’hydrolyse du di-GMPc. (10) HrpX régule l’expression du gène hpaR 
codant un régulateur transcriptionnel qui inhibe la synthèse de protéase extracellulaire. (11) Le régulateur post-
transcriptionnel RsmA active la synthèse d’EPS, d’endoglucanases et d’amylases extracellulaires et inhibe la 
formation de biofilms. 
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transfert horizontal d’ADN, et l’expression de gènes de virulence (gènes hrp, PCWDE) 
(Figures 26 et 27) (Dow, 2008 ; Ryan et Dow, 2011 ; Von Bodman et al., 2003). 
Chez Pectobacterium atrosepticum, le QS régule un quart des gènes de la bactérie et il 
est essentiel pour l’initiation du processus infectieux. Il régule en effet la transition d’un mode 
de vie biotrophe, pendant lequel la bactérie se développe dans la plante sans provoquer de 
symptômes, vers un mode de vie nécrotrophe pendant lequel la bactérie provoque la 
macération des tissus suite à la sécrétion des PCWDE et d’autres facteurs de pathogénie (Liu 
et al., 2008).  
Chez les Xanthomonas, deux facteurs diffusibles ont été identifiés : le DF (« Diffusible 
Factor », butyrolactone) et le DSF (« Diffusible Signal Factor »). Le DF est impliqué dans la 
régulation de la production de xanthomonadine et d’EPS chez X. campestris pv. campestris 
(Poplawsky et al., 1998). Le DSF est la molécule de QS la mieux caractérisée chez les 
Xanthomonas (Dow, 2008 ; He et Zhang, 2008 ; Ryan et Dow, 2011). Une molécule DSF-like 
est également produite par Xylella fastidiosa (Chatterjee et al., 2008a). Ce signal diffusible a 
été mis en évidence pour la première fois chez X. campestris pv. campestris (Tang et al., 
1991). De même, la voie de transduction du signal DSF permettant la régulation de diverses 
fonctions a été très étudiée chez cette espèce bactérienne (Ryan et Dow, 2011).  
Chez X. campestris pv. campestris, le DSF régule environ 165 gènes, et notamment un 
certain nombre de gènes de virulence (He et Zhang, 2008 ; Ryan et al., 2007). La synthèse du 
signal DSF est réalisée par la protéine RpfF et elle dépend partiellement de la protéine RpfB 
(Figure 26). Etant donnée sa nature lipophile, le DSF est supposé pouvoir diffuser à travers la 
membrane bactérienne et s’accumuler dans le milieu extracellulaire durant la phase 
stationnaire de croissance. La détection et la transduction du DSF dépendent d’un système de 
régulation à deux composantes qui comprend un senseur kinase RpfC et un régulateur RpfG. 
La perception du DSF par RpfC induit, suite à une cascade de phosphorylation, l’activation de 
RpfG qui agit comme une phosphodiésterase et provoque l’hydrolyse du di-GMP cyclique 
(di-GMPc ; un messager secondaire intracellulaire) (Figure 26). L’altération du niveau 
intracellulaire du di-GMPc favorise l’expression de gènes impliqués dans la pathogénie, la 
dispersion du biofilm et la motilité de X. campestris pv. campestris (He et al., 2006 ; Ryan et 
Dow, 2011). La synthèse de facteurs de virulence est activée par un régulateur 
transcriptionnel Clp (« cAMP receptor protein ») qui à son tour est activé par un niveau faible 
du di-GMPc. Chez X. campestris pv. campestris, le régulateur Clp active l’expression des 
Tableau 7. Phénotypes associés à la mutation de différents gènes rpf chez des bactéries DSF- 
dépendantes (d’après Chatterjee et al., 2008a). 
DSF producing strains Phenotypes due to mutations in different rpf genes 
rpfF rpfC rpfG 
Xanthomonas campestris 
pv. campestris (Xcc) 
Virulence deficient 
Extracellular polysaccharide (EPS) 
deficient 
Deficient in extracellular enzymes-
endoclucanase, polygalacturonase 
Virulence deficient 
EPS deficient 
 
Deficient in extracellular enzymes and 
EPS 
 
Virulence deficient 
EPS deficient 
 
Deficient in 
extracellular enzymes 
and EPS 
 
Xanthomonas oryzae pv. 
oryzae 
Deficient in virulence 
 
EPS proficient 
Proficient in extracellular enzymes 
such as xylanase 
Deficient in iron uptake 
Proficient in in planta growth but 
deficient in symptom development 
 
EPS deficient 
Proficient in extracellular enzyme 
production 
n.d 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
 
n.d 
 
Xanthomonas axonopodis 
pv. citri 
Deficient in virulence 
 
 
Deficient in EPS production 
Deficient in extracellular enzymes 
such as endoglucanase and 
protease 
Deficient in virulence; deficiency more 
severe compared to the rpfF mutant 
Deficient in EPS production 
Deficient in extracellular enzymes 
such as endoglucanase and protease 
n.d 
 
 
 
n.d 
 
n.d 
Xylella fastidiosa (PD 
strain-Temecula) 
Hyper virulent on grape 
Deficient in insect colonization 
and transmission 
Deficient in biofilm formation and 
attachement compared to the wild 
type strain 
Reduced virulence on grape 
Able to colonize insect but deficient in 
transmission 
Proficient in in vitro attachment and 
biofilm formation than the wild type 
n.d 
n.d 
 
 
n.d 
Stenotrophomonas 
maltophilia             Strain 
WR-C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Strain K279a 
Effected in iron uptake and 
motility 
Proficient in extra cellular protease 
production 
Proficient in biofilm production 
Reduced motility and production 
of extracellular protease 
Reduced tolerance to antibiotics 
and heavy metals 
Deficient in microcolony 
formation (biofilm) 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
n.d 
 
 
n.d 
 
n.d 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
n.d 
 
 
n.d 
 
n.d 
n.d indicates not determined 
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composants du SST2 et du SST3, la production d’enzymes extracellulaires et d’EPS (Figure 
27). Lorsque la concentration du DSF est faible, le niveau élevé du di-GMPc favorise la 
formation de biofilm (Ryan et al., 2007). 
Bien que les gènes rpf soient conservés chez les espèces du genre Xanthomonas et 
partagent une certaine similarité avec ceux de Xylella fastidiosa, des phénotypes différents 
sont obtenus suite à la mutation de ces derniers (Tableau 7). La régulation DSF-dépendante 
des gènes varie donc considérablement d’une espèce à une autre et reflète des modes de vie 
différents (Büttner et Bonas, 2009 ; Chatterjee et al., 2008a ; Dow, 2008 ; Rott et al., 2013).  
 
2.3.8 Autres stratégies 
Les bactéries phytopathogènes déploient diverses stratégies, dont certaines sont 
décrites ci-dessus, pour coloniser les tissus de la plante hôte. Certaines stratégies sont 
communes à plusieurs genres bactériens alors que d’autres peuvent être spécifiques à un genre 
voire à une espèce donnée. Ces stratégies n’ont très certainement pas été encore toutes 
découvertes. De nouveaux mécanismes enzymatiques tels que le système CUT (pour « 
Carbohydrate Utilization Containing TBDT ») sont actuellement en cours d’investigation 
(Boulanger et al., 2010). La pathogénie des bactéries limitées au xylème ou celle dépourvues 
de SST3 Hrp est très mal connue et leur étude devrait permettre de continuer à identifier les 
stratégies mises en œuvre par les bactéries phytopathogènes pour causer des maladies. 
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PARTIE 2: LE PATHOSYSTÈME CANNE À SUCRE - XANTHOMONAS 
ALBILINEANS 
1 LA PLANTE HÔTE : LA CANNE À SUCRE  
1.1  Biologie, taxonomie et génétique  
La canne à sucre est une culture très ancienne dont les premières traces remonteraient à 
2500 ans avant notre ère (Daniels et Roach, 1987). Cette plante herbacée plurianuelle a un 
cycle biologique d’environ 12 à 18 mois dans les conditions tropicales, et elle est récoltée le 
plus souvent annuellement. C’est une monocotylédone appartenant à la famille des Poaceae, à 
la tribu des Andropogoneae et au genre Saccharum. Le genre Saccharum est originaire de 
l’Asie du Sud-Est et comprend six espèces connues à ce jour, dont deux espèces sauvages 
dépourvues de sucre (Saccharum spontaneum et S. robustum), et quatre espèces 
domestiquées, riches en sucre (S. officinarum, S. barberi, S. sinense et S. edule) (Daniels et 
Roach, 1987). Les espèces S. barberi et S. sinense sont des hybrides naturels de S. officinarum 
et S. spontaneum (D’Hont et al., 2002), tandis que l’espèce S. officinarum aurait été 
domestiquée à partir de S. robustum (D’Hont et al., 1993).  
Appelée aussi canne noble, l’espèce S. officinarum est l’espèce sucrière par excellence, 
cependant, cette dernière est la plus sensible aux attaques parasitaires. Dans le but d’améliorer 
le rendement en sucre (notamment au travers de meilleurs niveaux de résistance aux agents 
pathogènes), la canne noble a été croisée avec d’autres espèces apparentées (Daniels et Roach, 
1987). La plupart des cultivars modernes de canne à sucre (Saccharum spp.) provient 
essentiellement des hybridations interspécifiques réalisées au début du 20ème siècle entre 
l’espèce sauvage S. spontaneum et l’espèce noble S. officinarum (Daniels et Roach, 1987 ; 
Grivet et Arruda, 2002). Compte tenu de l’origine interspécifique de la canne à sucre (D’Hont 
et al., 1993; D’Hont et al., 2002), cette plante a un génome très complexe et se caractérise par 
un niveau de ploïdie élevé (D’Hont et Glaszmann, 2001). S. officinarum est octoploïde et 
possède 10 chromosomes de base (2n = 80), alors que S. spontaneum possède 8 chromosomes 
de base et son niveau de ploïdie varie entre 8 et 12 (2n = 40 à 128) (D’Hont et al., 1998). Les 
cultivars modernes sont donc hautement polyploïdes et aneuploïdes (2n = 100 à 130), avec 
une taille de génome d’environ 10 000 Mb (D’Hont et Glaszman, 2001). 
Figure 28. Matrice énergétique du Brésil pour l’année 2010 (http://sugarcane.org/). 
La canne à sucre fournit, à elle seule, près de 18% des besoins énergétiques du Brésil. 
 
Position Région Production 
(Tonnes) 
1  Brésil  734006000 
2  Inde  342382000 
3  Chine  115123560 
4  Thaïlande  95950400 
5  Pakistan  55308500 
6  Mexique  49735300 
7  Philippines  34000000 
8  États-Unis 
d'Amérique  
26655800 
9  Australie  25181800 
10  Argentine  25000000 
Tableau 8. Les 10 premiers pays producteurs de canne à sucre pour l’année 2011 
(http://faostat.fao.org). 
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1.2 Répartition géographique et importance économique 
Limitée par le froid et l’altitude, l’aire de culture de la canne à sucre s’étend de 37° de 
latitude Nord à 30° de latitude Sud. Cette graminée est une des cultures les plus importantes 
des régions tropicales et subtropicales. Actuellement, la canne à sucre est cultivée dans plus 
de 90 pays. Etant donné qu’il s’agit d’une plante en "C4", la canne à sucre est caractérisée par 
un rendement photosynthétique remarquable et une productivité élevée pouvant atteindre 50 
tonnes de matière sèche par hectare et par an. En 2011, la production de canne à sucre a été 
estimée à 1 600 million de tonnes pour une surface cultivée de 23,8 millions d’hectares. Le 
Brésil, premier producteur mondial, contribue à lui seul à 40% de la production mondiale (soit 
700 millions de tonnes en 2011) (Tableau 8) (http://faostat.fao.org).  
La canne à sucre est cultivée principalement pour le saccharose qu’elle stocke dans ses 
tiges et 70% de la production mondiale du sucre de table est fourni par cette plante. En outre, 
cette culture est à la base d’une agro-industrie très diversifiée. En effet, mis à part le sucre et 
le rhum, elle génère, à partir de ces sous-produits (dont la bagasse qui est le résidu de broyage 
des tiges), toute une gamme de produits nombreux et divers concernant la fertilisation 
agricole, la production d’énergie électrique, l’industrie papetière et chimique, l’industrie de 
l’alimentation animale, ou encore la production du bioéthanol (utilisé comme carburant) 
(Scortecci et al., 2012). L’industrie sucrière brésilienne, qui avait pour objectif de s’affranchir 
de la dépendance pétrolière, est pionnière dans la production de bioéthanol et de bioélectricité 
à partir de la canne. En 2010, la canne à sucre a fourni près de 18% des besoins énergétiques 
du Brésil (Figure 28), avec une production de 27 milliards de litres de bioéthanol et environ 
2000 mégawatts (http://sugarcane.org/). La canne à sucre a donc une très grande importance 
alimentaire, mais aussi industrielle et économique. 
 
1.3  Description morphologique et anatomique 
La canne à sucre, comme toutes les graminées, se présente sous la forme d’une touffe 
de tiges (encore appelées talles ou repousses) possédant un système racinaire fibreux, de 
grands épis de fleurs et de longues feuilles (Figure 29A). 
Les feuilles de la canne à sucre sont ordinairement insérées de façon alternée au niveau 
des nœuds de la tige et sont composées de deux parties, la gaine et le limbe foliaire qui sont 
séparés par une articulation comprenant l’ochréa, la ligule et les auricules (Figure 29B).  
Figure 29. Caractéristiques morphologiques de la canne à sucre. (A) Aspect général d’une tige de canne à 
sucre. (B) Portion d’une feuille de canne montrant les différentes parties qui la composent. (C) Portion d’une tige de 
canne montrant les détails d’un noeud et d’un entre-noeud.  
Figure 30. Caractéristiques anatomiques de la canne à sucre (D’après Soupramanien, 2000). (A) Coupe 
transversale d’une section de feuille de canne à sucre montrant les faisceaux vasculaires et les tissus qui leurs sont 
associés. (B) Coupe transversale d’une section de tige montrant les faisceaux vasculaires et les tissus de stockage. 
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La gaine, de forme tubulaire, est la partie basse de la feuille qui s’enroule autour de l’entre-
nœud. En coupe transversale, le limbe foliaire est constitué de l’épiderme inférieur et de 
l’épiderme supérieur entre lesquels sont localisés les faisceaux vasculaires ainsi que le 
parenchyme, encore appelé mésophylle (Figure 30A) (Soopramanien, 2000). Les faisceaux 
vasculaires sont constitués de deux vaisseaux larges du métaxylème, et d’un vaisseau moins 
large qui constitue le protoxylème et du phloème. Les faisceaux conducteurs (xylème et 
phloème) sont entourés d’une couronne de cellules appelées cellules du parenchyme de la 
gaine périvasculaire. Les cellules du mésophylle ainsi que celles de la gaine périvasculaire 
sont riches en chloroplastes et jouent ainsi un rôle majeur dans la photosynthèse. Les 
faisceaux du phloème et du xylème de la gaine foliaire communiquent avec les faisceaux 
correspondants de la tige au niveau du nœud lorsque les feuilles sont encore jeunes 
(Blackburn, 1984). 
La tige de canne à sucre peut atteindre 2 à 5 mètres de hauteur pour un diamètre 
variant de 2 à 6 centimètres (Van Dillewijn, 1960). La tige est constituée d’une série de 
phytomères qui prennent naissance au niveau du méristème végétatif apical au sommet de la 
tige. Un phytomère est constitué d’un entre-nœud et d’un nœud qui porte la gaine prolongée 
par le limbe foliaire (Figure 29C). En coupe transversale, une tige de canne à sucre est 
constituée d’une masse importante de tissu de stockage formé de cellules parenchymateuse, 
entre lesquelles sont localisées les faisceaux vasculaires (Figure 30B) (Soopramanien, 2000). 
Les cellules du parenchyme de la tige constituent un réservoir du saccharose. En effet, à 
maturité, les tiges de la canne à sucre accumulent des concentrations très élevées de sucrose, 
qui peuvent atteindre 650 mM chez certaines variétés dans les cellules de parenchyme de 
stockage (Rae et al., 2005). 
 
1.4  Principales maladies de la canne à sucre 
La canne à sucre est sujette à environ 60 maladies d’origine bactérienne, virale et 
fongique (Rott et al., 2000). Ces dernières années, les dégâts les plus importants et les plus 
fréquemment rencontrés ont été causés par Puccinia kuehnii, l’agent causal de la rouille 
orangée et par Ustilago scitaminea, l’agent du charbon de la canne à sucre. De même, certains 
virus comme le virus de la feuille jaune (Sugarcane yellow leaf virus) et le virus de la 
mosaïque (Sugarcane mosaïc virus) peuvent également provoquer des pertes conséquentes. 
Les principales maladies bactériennes sont causées par Leifsonia xyli subsp. xyli (agent causal 
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Figure 31. Carte géographique montrant l’aire de production de la canne à sucre et les zones affectées par 
l’échaudure des feuilles (Rott et al., 1995). 
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du rabougrissement des repousses), et Xanthomonas albilineans (responsable de l’échaudure 
des feuilles de la canne à sucre).  
2 LA MALADIE : L’ÉCHAUDURE DES FEUILLES DE LA CANNE À 
SUCRE 
2.1  Répartition géographique et importance économique 
L’échaudure des feuilles est une des principales maladies bactériennes de la canne à 
sucre (Ricaud et Ryan, 1989 ; Rott et al., 2000). Cette maladie sévit dans au moins 61 pays de 
par le monde (Figure 31), et le nombre de zones touchées par la maladie continue de croître 
(Rott et al., 2000). Ainsi, l’échaudure des feuilles a été signalée très récemment au Gabon 
(Mensi et al., 2013). La maladie peut être particulièrement destructrice dans certaines 
conditions, et un climat tropical caractérisé par des épisodes cycloniques favorise son 
développement (Champoiseau et al., 2009 ; Daugrois et al., 2003 ; Hoy et Grisham, 1994). 
L’échaudure des feuilles peut provoquer des dégâts très importants, voire une destruction 
totale des champs de canne à sucre, surtout lorsque des variétés sensibles sont atteintes ou 
lorsqu’une nouvelle souche de l’agent pathogène est introduite dans une région donnée (Davis 
et al., 1997). La maladie peut affecter non seulement le rendement en canne à la récolte, mais 
également la qualité du jus extrait à partir de la tige (Hoy et Grisham, 1994). A titre 
d’exemple, dans des essais variétaux en Guadeloupe, l’échaudure des feuilles a provoqué une 
baisse de rendement de l’ordre de 15 à 20% chez des variétés commerciales sensibles (Rott et 
al., 1995).  
 
2.2  Symptômes de la maladie 
Au champ, on distingue deux formes de la maladie : une forme chronique et une forme 
aiguë. En général, la maladie évolue progressivement de la forme chronique vers la forme 
aiguë mais ces deux formes peuvent aussi apparaître indépendamment l’une de l’autre. On 
distingue également deux phases distinctes au cours du développement de la maladie : une 
phase de latence et une phase d’éclipse (Rott et Davis, 2000). 
La forme chronique de la maladie est caractérisée par l’apparition de stries ou lignes 
chlorotiques foliaires qui sont parallèles à la nervure centrale. Ces stries, de couleur blanche 
ou jaune, sont en général étroites mais peuvent aussi avoir quelques millimètres de large 
(Figure 32A). Ces stries constituent le seul symptôme externe observé sur les variétés 
Figure 32. Symptômes d’échaudure des feuilles de la canne à sucre. (A) Stries blanches parallèles à la nervure 
centrale. (B) Aspect échaudé d’une tige de canne infectée montrant le dessèchement des feuilles. (C) Coupe 
longitudinale de tiges montrant des tissus sains et malades (rougissement des faisceaux vasculaires). (D) Variété de 
canne à sucre sensible atteinte de l’échaudure des feuilles au champ (Photos Rott P.). 
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Figure 33. Symptômes atypiques d’échaudure des 
feuilles observés suite à une transmission aérienne de 
l’agent pathogène (Daugrois et al., 2003). 
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résistantes. Lorsque la maladie évolue, les stries ont tendance à s’élargir et à devenir plus 
diffuses, notamment sur les feuilles vieillissantes. Cette étape coïncide avec l’apparition de 
chloroses ou de blanchiments qui peuvent affecter tout le feuillage. Les feuilles se dessèchent 
ensuite, brunissent et finissent par se recourber vers l’intérieur, donnant à la plante un aspect 
échaudé, d’où l’appellation «échaudure des feuilles» donnée à la maladie (Figure 32B). Sur 
les tiges âgées, la forme chronique se manifeste tout particulièrement par le démarrage et le 
développement des bourgeons axillaires, appelés aussi ailerons, qui peuvent alors présenter 
les mêmes symptômes que les tiges principales. En section transversale ou longitudinale, la 
tige malade présente un rougissement caractéristique des faisceaux vasculaires au niveau des 
nœuds et des entre-nœuds (Figure 32C). Chez les variétés sensibles, le stade ultime de la 
maladie est la mort de la plante (Figure 32D) (Rott et Davis, 2000). 
L’échaudure des feuilles se caractérise également par une phase de latence au cours de 
laquelle la plante, porteuse de l’agent pathogène, ne présente aucun symptôme visible de la 
maladie. La phase de latence peut durer plusieurs semaines voire quelques mois et elle prend 
fin pour des raisons inconnues. La maladie progresse alors rapidement vers sa forme aiguë  
(Ricaud et Ryan, 1989), qui se manifeste par un desséchement brusque des cannes matures. 
Elle se produit en général après un épisode pluvieux suivi d’une période de sécheresse 
prolongée, et elle semble être limitée aux variétés très sensibles. Les raisons de l’apparition 
soudaine de la forme aiguë de la maladie restent encore énigmatiques. Cependant, la transition 
rapide de la maladie de la phase de latence à la forme aiguë est souvent associée à un stress 
environnemental de la plante qui favoriserait le développement de la maladie (Birch, 2001). 
La phase d’éclipse peut coïncider avec la phase de latence. Dans ce cas, les lignes 
blanches caractéristiques de la maladie apparaissent sur le limbe foliaire et disparaissent suite 
à la sénescence et la mort des feuilles âgées. Par conséquent, selon la date d’inspection, une 
plante peut apparaitre saine ou infectée (Rott et Davis, 2000). 
Des symptômes atypiques de la maladie ont aussi été observés sur les feuilles de canne 
à sucre en Guadeloupe, en Floride et à Maurice. Ils ont été associés à une transmission 
aérienne de la bactérie (Comstock, 2001 ; Daugrois et al., 2003 et 2012). Ces symptômes se 
présentent sous la forme de petites lésions nécrotiques brun-rouge sur le limbe foliaire. Elles 
sont parallèles aux nervures et le plus souvent prolongées à l’une ou aux deux extrémités par 
un unique faisceau vasculaire décoloré (Figure 33) qui est semblable aux stries foliaires de la 
forme chronique de la maladie.  
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2.3 Mode de transmission de la maladie 
Deux modes de transmission de l’échaudure des feuilles sont connus à ce jour, à savoir 
la transmission mécanique et la transmission aérienne. La transmission mécanique a lieu par 
l’utilisation d’outils de coupe contaminés et par la plantation de boutures infectées (Ricaud et 
Ryan, 1989 ; Rott et Davis, 2000). Etant donné que l’échaudure des feuilles peut être latente, 
ce mode de transmission a considérablement contribué à la propagation de la maladie à 
travers le monde via l’échange de boutures prélevées sur des plantes infectées mais 
asymptomatiques.  
La transmission aérienne de l’échaudure des feuilles a été mise en évidence suite à 
l’isolement de l’agent pathogène à partir de la canopée de la canne à sucre (Daugrois et al., 
2003; Klett et Rott, 1994) et l’observation de symptômes d’échaudure sur des plants de maïs 
poussant entre les rangs de canne à sucre (Autrey et al., 1995). Ce mode de transmission a été 
associé à des symptômes foliaires atypiques (Autrey et al., 1995; Comstock, 2001), ainsi qu’à 
la recrudescence de la maladie dans les années 1980-1990 dans le bassin caribéen (Daugrois 
et al., 2003 ; Davis et al., 1997; Klett et Rott, 1994).  
 
2.4  Méthodes de lutte 
Etant donné que la canne à sucre est principalement cultivée en monoculture sur de 
grandes surfaces, et que sa multiplication est réalisée par voie végétative (bouturage), elle 
constitue un terrain particulièrement propice au développement d’épidémies lorsque des 
variétés sensibles sont utilisées. Les moyens de lutte contre l’échaudure des feuilles se 
limitent aux mesures prophylactiques et à la création de variétés de canne à sucre résistantes. 
Les mesures préventives consistent à utiliser du matériel végétal certifié sain afin d’éviter et 
de limiter la dispersion de l’agent pathogène. Des contrôles sanitaires stricts, faisant appel à 
des isolements sur milieu sélectif et à des analyses immunologiques et moléculaires, ont été 
mis en place afin de vérifier l’état phytosanitaire du matériel végétal.  
La sélection sanitaire peut également être combinée à d’autres méthodes permettant la 
production de boutures saines. Pour produire du matériel végétal indemne de maladies, et 
entre autre indemne d’échaudure des feuilles, le Cirad de Montpellier (zone hors production 
de canne à sucre) a créé une structure de quarantaine canne à sucre qui fournit des variétés 
saines dans le monde entier (http://visacane.cirad.fr/). Celle-ci, au cours de deux cycles de 
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quarantaine d’une durée d’un an chacun, a pour objectif de tester, d’assainir et enfin de 
certifier l’état sanitaire du matériel végétal (Guinet-Brial et al., 2013 ; Rott et al., 1995). 
L’assainissement du matériel végétal peut être réalisé par la culture in vitro et par 
thermothérapie. La culture in vitro permet la production et la multiplication de matériel 
végétal en laboratoire par la culture de méristèmes apicaux ou de bourgeons latéraux 
(Feldmann et al., 1994). Dans certaines zones de production sucrière, les vitroplants produits 
par culture de méristème sont utilisés pour la mise en place de schémas de pépinières. La 
thermothérapie est une technique qui consiste à traiter les boutures de canne à sucre à l’eau 
chaude (48 heures à 25°C suivies de 3 heures à 50°C), afin d’éliminer les bactéries 
susceptibles d’être hébergées par ces boutures. Au champ, cette méthode n’est cependant pas 
adaptée à la taille des surfaces agricoles à cultiver et son utilisation reste par conséquent 
limitée aux quarantaines et parfois aux pépinières.  
L’utilisation de variétés résistantes est le moyen le plus efficace pour lutter contre 
l’échaudure des feuilles (Ricaud et Ryan, 1989). Cependant, malgré le développement de 
variétés de canne à sucre améliorées et sélectionnées pour leur résistance à cette maladie, 
plusieurs cas d’échaudure des feuilles ont été signalés sur des variétés considérées comme 
résistantes (Davis et al., 1997 ; Rott et Davis, 2000). Par ailleurs, mises à part la complexité 
des schémas de sélection et la durée relativement longue de ce procédé (10 à 12 ans en 
moyenne), la sélection de variétés de canne résistantes à l’échaudure des feuilles est difficile 
étant donnée l’existence d’une phase de latence. Afin de développer des méthodes de lutte 
plus efficaces et plus durables contre l’échaudure des feuilles, une connaissance approfondie 
de son agent causal, X. albilineans, est indispensable.  
 
3 L’AGENT CAUSAL : XANTHOMONAS ALBILINEANS 
3.1  Classification, morphologie et physiologie 
Décrit et isolé pour la première fois au début du 20e siècle (Wilbrink, 1920), l’agent 
causal de l’échaudure des feuilles a été nommé Bacterium albilineans par Ashby (Ashby, 
1929). La bactérie a été assignée ensuite à plusieurs genres, notamment aux Phytomonas, 
Pseudomonas et Agrobacterium (Ricaud et Ryan, 1989). En 1939, le genre Xanthomonas, 
regroupant les bactéries pathogènes de plantes pourvues d’un unique flagelle polaire et 
produisant un pigment jaune, a été crée par Dowson (van den Mooter et Swings, 1990). 
0.2 µm  
Figure 34. Xanthomonas albilineans. (A) Aspect d’une cellule bactérienne en microscopie électronique à 
transmission en contraste négatif montrant la cellule en forme de bâtonnet allongé et le flagelle polaire unique 
(Birch, 2001). (B) Aspect de colonies bactériennes sur milieu de culture gélosé (Photo Rott P.). 
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L’agent causal de l’échaudure des feuilles de la canne à sucre est alors nommé Xanthomonas 
albilineans (Ashby) Dowson (Dowson, 1943). Il s’agit d’une bactérie à Gram négatif en 
forme de bâtonnet et mobile grâce à un unique flagelle polaire (Figure 34A). Comme la 
majorité des autres espèces appartenant au genre Xanthomonas, X. albilineans produit un 
pigment jaune photo-protecteur et antioxydant à base de caroténoïdes, appelé xanthomonadine 
(Büttner et Bonas, 2009). L’appellation attribuée à ce genre provient d’ailleurs du mot 
Xanthos qui signifie jaune en grec et monas qui veut dire entité. En culture sur milieu gélosé, 
X. albilineans forme des colonies circulaires, convexes, lisses, brillantes et translucides de 
couleur jaune-miel qui ont tendance à foncer après 5 jours de croissance à 28°C (Figure 34B). 
De plus, X. albilineans se distingue des autres bactéries du genre Xanthomonas par (i) une 
croissance plus lente sur milieu gélosé (4 à 5 jours versus 2 à 3 jours pour les autres 
Xanthomonas), (ii) une production très faible voire inexistante d’exopolysaccharides, d’où 
l’aspect non muqueux de ses colonies sur milieu de culture, et (iii) un spectre caractéristique 
de résistance aux antibiotiques (van den Mooter et Swings, 1990 ; Vauterin et al., 1993).  
Au niveau physiologique, les Xanthomonas, et donc X. albilineans, ont un 
métabolisme respiratoire de type aérobie strict. Leur croissance optimale a lieu à des 
températures comprises entre 25 et 30°C (van den Mooter et Swings, 1990). Les 
Xanthomonas sont catalase positive, oxydase négative ou faiblement positive, indole négative, 
uréase négative et elles sont incapables de réduire les nitrates en nitrites (Bradbury, 1984).  
 
3.2  Cycle infectieux  
La plante hôte principale de X. albilineans est la canne à sucre. Cependant, cette 
bactérie peut aussi survivre sur d’autres Poacées poussant à proximité des plantations de 
canne à sucre, comme le maïs (Zea mays) ou des graminées sauvages telles que Brachiaria 
piligera, Imperata cylindrica, Panicum maximum, Paspalum spp., Rottboellia 
cochinchinensis, etc. (Ricaud et Ryan, 1989). La canne à sucre et ces hôtes alternatifs, 
lorsqu’ils sont infectés, constituent des sources potentielles d’inoculum pour la dissémination 
de la bactérie (Orian, 1942 ; Ricaud et Ryan, 1989). En présence de conditions climatiques 
favorables (pluies, vent), les souches de X. albilineans appartenant à un certain groupe 
génétique (PFGE-B, cf partie 2 paragraphe 3.5) peuvent être transmise par voie aérienne à 
partir d’un champ de canne à sucre infecté et contaminer des plantes saines (Champoiseau et 
al., 2009 ; Daugrois et al., 2003 et 2012) (Figure 35).  
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Une fois la bactérie transmise par voie aérienne, elle s’installe d’abord à la surface des 
feuilles de canne à sucre dont elle colonise progressivement la canopée (colonisation 
épiphyte). Comme la plupart des Xanthomonas, X. albilineans pénètre ensuite dans la plante 
probablement par les blessures au niveau des feuilles ou bien via les ouvertures naturelles 
(stomates ou hydatodes). Elle progresse et se multiplie dans les vaisseaux du xylème foliaire, 
ce qui provoque l’apparition de lignes blanches et de nécroses sur le limbe des feuilles (Figure 
35). Le passage de la bactérie de la feuille à la tige par l’intermédiaire des gaines foliaires 
conduit à une multiplication importante de la bactérie dans le xylème caulinaire et à une 
infection systémique de la plante. Suite à cette infection systémique par l’agent pathogène, les 
feuilles se dessèchent entièrement, brunissent et se courbent vers l’intérieur, ce qui donne à la 
plante un aspect échaudé (Figure 35). Chez les variétés sensibles, le stade ultime de la maladie 
est la mort de la plante (Rott et Davis, 2000).  
Les principaux modes de dissémination de X. albilineans sont l’utilisation d’outils de 
coupes contaminés ou la plantation de boutures infectées prélevées à partir de cannes malades 
mais asymptomatiques (Figure 35) ; dans ce cas, il s’agit d’une contamination systémique de 
la plante. Lors d’une contamination systémique, X. albilineans colonise d’abord le système 
vasculaire de la plante et exsude ensuite à la surface des feuilles infectées, d’où sa présence 
dans les gouttelettes de rosée en surface des feuilles infectées (Daugrois et al., 2012 ; Klett et 
Rott, 1994). Les populations bactériennes exsudées constituent alors une source d’inoculum 
pour le cycle infectieux suivant et peuvent servir à la dissémination de X. albilineans par voie 
aérienne (la transmission aérienne n’a, à ce jour, été décrite que pour les souches de X. 
albilineans du groupe génétique PFBE-B) (Daugrois et al., 2012 ; Klett et Rott, 1994; Sordi et 
Tokeshi, 1986). Il est à signaler que ce phénomène d’exsudation et la dissémination aérienne 
de X. albilineans n’ont été découverts que récemment et, pendant longtemps, la transmission 
par boutures et la transmission par les outils contaminés ont été considérées comme uniques 
voies de dissémination de la bactérie. A ce jour, la dissémination par voie aérienne n’a été 
rapportée que dans trois zones géographiques : la Guadeloupe (Daugrois et al., 2003), la 
Floride (Comstock, 2001), et l’île Maurice (Autrey et al., 1995).  
Les conditions climatiques favorables à la dissémination de X. albilineans par voie 
aérienne sont présentes dans de nombreuses régions tropicales et subtropicales caractérisées 
par des épisodes cycloniques, comme c’est le cas en Guadeloupe (Daugrois et al., 2003 et 
2012). La pluie est un facteur crucial et indispensable pour la réussite de la dispersion 
aérienne de la bactérie. En effet, il a été montré au champ que l’augmentation des populations 
Groupe 1 
Groupe 2 
Figure 36. Arbre phylogénétique construit sur la base des séquences partielles concaténées des gènes dnaK, 
fyuA, gyrB et rpoD de 119 souches de Xanthomonas (Young et al., 2008).  X. albilineans forme avec X. sacchari, X. 
theicola, X. hyacinthi et X. translucens un groupe minoritaire (groupe 1), alors que le groupe 2 renferme la majorité des 
espèces de Xanthomonas. La barre indique le nombre de substitutions nucléotidiques par site. 
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de X. albilineans en surface des feuilles est corrélée avec la quantité de précipitations 
(Champoiseau et al., 2009, Daugrois et al., 2012). De plus, il y a une corrélation entre le 
nombre de tiges infectées (suite à une dissémination aérienne) et la quantité de pluies lorsque 
la valeur de pluies cumulées atteint et dépasse 1250 mm (Daugrois et al., 2012). 
X. albilineans a été aussi trouvée dans le sol et les racines de la canne à sucre, mais 
l’importance de cette localisation dans les parties souterraines reste à préciser (Klett et Rott, 
1994). Ces auteurs suggèrent que la bactérie peut être transmise d’une plante à l’autre via les 
contacts entre systèmes racinaires. 
 
3.3  Xanthomonas albilineans : une bactérie particulière et originale au sein du 
genre Xanthomonas 
3.3.1 Position phylogénétique particulière 
Le genre Xanthomonas regroupe actuellement 27 espèces de bactéries 
phytopathogènes et au moins 120 pathovars (Bull et al., 2010). Les Xanthomonas 
appartiennent à la subdivision gamma des Proteobacteriae et à la famille des 
Xanthomonadaceae. Une étude phylogénétique de type « Multi Locus Sequence Analysis » 
(MLSA) utilisant quatre gènes de ménage (dnaK, fyuA, gyrB et rpoD), et réalisée avec une 
collection de 119 souches représentatives du genre Xanthomonas, a permis de montrer que le 
genre Xanthomonas se répartit en deux groupes génétiques distincts et inégaux en taille 
(Young et al., 2008). X. albilineans forme avec X. sacchari, X. theicola, X. hyacinthi et X. 
translucens un groupe minoritaire (groupe 1), alors que le groupe 2 renferme la majorité des 
espèces à savoir X. arboricola, X. axonopodis, X. bromi, X. campestris, X. cassavae, X. 
codiaei, X. cucurbitae, X. fragariae, X. hortorum, X. melonis, X. oryzae, X. pisi, X. populi, X. 
vasicola et X. vesicatoria (Figure 36). Ces groupes correspondent également à ceux basés sur 
des séquences partielles de l’ADN ribosomal 16S (Hauben et al., 1997) et sur des séquences 
intergéniques 16S-23S (Goncalvez et Rosato, 2002). Ces résultats ont conduit à suggérer que 
le genre Xanthomonas, tel qu’il est actuellement défini, pourrait en fait représenter deux 
genres distincts (Hauben et al., 1997 ; Young et al., 2008). X. albilineans se distingue donc 
clairement de la majorité des Xanthomonas. Récemment, deux nouvelles espèces bactériennes 
(NCPPB1131 et NCPPB1132) isolées à partir du bananier et d’un insecte prélevé sur bananier 
ont été assignées au groupe 1, et celles-ci sont aussi phylogénétiquement proches de              
 
Figure 37. Arbre phylogénétique construit sur la base des séquences concaténées de sept gènes de ménage 
(gyrB, atpD, dnaK, efp, groEL, glnA et recA) de neuf Xanthomonadaceae (d’après Pieretti et al., 2009). Les 
valeurs mentionnées en bleu au niveau des ramifications correspondent aux valeurs de bootstrap exprimées en 
pourcentage. L’échelle en bas de la figure (0,2) indique le nombre de substitutions nucléotidiques par site. 
Three 
Tableau 9. Caractéristiques génomiques de certaines bactéries du genre Xanthomonas (Ryan et al., 2011). 
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X. albilineans et de X. sacchari (bactérie non pathogène isolée à partir de la canne à sucre) 
(Studholme et al., 2011 et 2012).  
Par ailleurs, une autre étude MLSA réalisée à l’aide des séquences de 7 gènes de 
ménage de 9 Xanthomonadaceae a permis de montrer que X. albilineans descend du même 
ancêtre que Xylella fastidiosa (Figure 37) (Pieretti et al., 2009). Cependant, même si Xylella 
fastidiosa et X. albilineans descendent d’un parent commun, parent qui ne serait pas partagé 
avec X. vesicatoria, X. oryzae, X. campestris et S. maltophilia, X. albilineans est plus proche 
des autres Xanthomonas que de Xylella fastidiosa (Pieretti et al., 2009). 
 
3.3.2 Caractéristiques du génome de X. albilineans 
Récemment, le génome complet d’une souche pathogène de X. albilineans, la souche 
GPE PC73 originaire de Guadeloupe, a été séquencé et annoté (Pieretti et al., 2009). Ce 
travail a permis, d’une part, de révéler que la taille du chromosome de cette souche (3,77 Mb) 
est réduite par rapport à celle du chromosome des onze espèces du genre Xanthomonas dont la 
séquence est actuellement disponible (environ 5 Mb) (Tableau 9). Trois plasmides ont été 
identifiés dans le génome de cette espèce bactérienne et leur taille est respectivement de 25, 
27 et 32 Kb. Le génome de X. albilineans ne contient que 3115 gènes mais son contenu en 
GC (63%) est équivalent à celui des autres Xanthomonas. X. albilineans possède cependant 
des caractéristiques particulières par rapport aux autres espèces du genre Xanthomonas 
(Pieretti et al., 2009 et 2012). En effet, c’est la seule espèce au sein de ce genre qui a un 
génome aussi réduit et une artillerie réduite. Elle possède également des séquences codantes 
qui lui sont uniques. Ces particularités sont étayées ci-dessous. 
 
3.3.2.1 Un génome réduit 
De même que Xylella fastidiosa, X. albilineans a subi une érosion importante de son 
génome au cours de sa spéciation. Cette évolution s’est traduite par la perte d’au moins 592 
gènes, dont 131 potentiellement perdus par pseudogénisation (Pieretti et al., 2009). Parmi les 
gènes perdus, il y a des gènes impliqués dans le métabolisme cellulaire et dans la régulation 
transcriptionnelle (Pieretti et al., 2009). L’érosion du génome chez X. albilineans a été 
attribuée à la localisation stricte de la bactérie dans le xylème de la canne à sucre. Deux 
hypothèses ont été proposées pour expliquer le lien entre l’érosion du génome et la pathogénie 
de X. albilineans. La première est liée à la diminution du taux de multiplication (croissance) 
 Tableau 10. Facteurs de pathogénie présents ou absents dans le génome de la souche GPE PC73 
de X. albilineans (D’après Pieretti et al., 2009 et 2012).  
 
 
Facteurs de pathogénie Présence/Absence 
Les gènes gum - 
Les systèmes de régulation à deux composantes + 
Les transporteurs TonB-dependant + 
Les enzymes de dégradation de la paroi cellulaire + 
Les polysaccharides/lipopolysaccharides + 
Le flagelle polaire + 
Les pilus de type I et IV + 
Les protéines d’adhésion non fibrillaires + 
Signalisation cellulaire 
Gènes rpf 
Gènes pig 
 
+ 
+ 
Les systèmes de sécrétion   
Système de sécrétion de type I (SST1) + 
Système de sécrétion de type II (SST2) Xps + 
Système de sécrétion de type II (SST2) Xcs - 
Système de sécrétion de type III Hrp (SST3) - 
Système de sécrétion de type III SPI-1 + 
Système de sécrétion de type IV (SST4) + 
Système de sécrétion de type V (SST5) + 
Système de sécrétion de type VI (SST6) - 
Les effecteurs de virulence ou d’avirulence  
Effecteurs de type III Hrp - 
Effecteurs sécrétés par le SST1 ? 
Effecteurs sécrétés par des pompes à efflux ? 
Phytotoxines et autres molécules NRPS + 
Autres  ? 
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qui, chez les bactéries, est souvent associée à l’érosion du génome. Cette faible croissance 
conduirait à n’obstruer qu’un faible nombre de vaisseaux et retarder ainsi la mort de la plante. 
La deuxième propose que la perte de certains gènes, comme ceux codant des MAMPs, 
permettrait à la bactérie d’échapper plus facilement aux mécanismes de défense de la canne à 
sucre (Pieretti et al., 2009).  
 
3.3.2.2 Une artillerie réduite 
Les facteurs de pathogénie et les systèmes de sécrétion connus à ce jour chez les 
bactéries du genre Xanthomonas et conservés chez X. albilineans sont présentés dans le 
tableau 10. Deux déterminants moléculaires majeurs de l’artillerie des Xanthomonas s’avèrent 
absents chez X. albilineans. En effet, contrairement à la majorité des Xanthomonas, cette 
espèce bactérienne ne possède pas de système de sécrétion de type III Hrp. Ce système de 
sécrétion est également absent chez X. sacchari (Studholme et al., 2011) et chez la bactérie 
polyphage Xyllela fastidiosa (Simpson et al., 2000). Par ailleurs, X. albilineans ne dispose pas 
non plus des gènes de biosynthèse de la gomme xanthane (gènes gum) qui sont impliqués 
chez d’autres espèces de Xanthomonas et chez Xylella fastidiosa dans la formation de 
biofilms, structures bactériennes dont le rôle est crucial dans la pathogénie des bactéries 
phytopathogènes (Danhorn et Fuqua, 2007 ; Dow et al., 2003 ; Koczan et al., 2009). 
 De plus, contrairement à certaines espèces du genre Xanthomonas qui possèdent deux 
systèmes de sécrétion de type II (SST2) codés par les clusters xps et xcs, X. albilineans ne 
possède que le cluster SST2 Xps. Ces systèmes permettent la sécrétion dans le milieu 
extracellulaire de toxines, d’enzymes extracellulaires (protéases, lipases) ainsi que des 
enzymes de dégradation des parois cellulaires (Jha et al., 2005). L’implication du SST2 Xps 
dans la pathogénie des bactéries phytopathogènes a été bien étudiée, alors que celui du SST2 
Xcs reste encore à élucider (Jha et al., 2005 ; Ryan et al., 2011 ; Szczesny et al., 2010). X. 
albilineans est aussi dépourvue du système de sécrétion de type VI (SST6). Ce système de 
sécrétion permet à une bactérie de délivrer des protéines effectrices aussi bien dans les 
cellules eucaryotes que dans les cellules procaryotes. Il est présent chez des bactéries à Gram-
négatif dont les Xanthomonas (Silverman et al., 2012). Le SST6 est fortement impliqué dans 
la pathogénie des bactéries pathogènes de mammifères car il est nécessaire pour réguler 
l’interaction et la compétition entre espèces bactériennes (Hood et al., 2010 ; Russel et al., 
2011). 
Figure 38. Présentation circulaire du chromosome de X. albilineans (souche GPE PC73) (Pieretti et al., 
2012). Les boites représentent les groupements de gènes qui sont spécifiques à X. albilineans: le cluster de 
biosynthèse de l’albicidine (en jaune); les autres clusters NRPSs (en orange), les gènes du SST3 SPI-1 (en 
rouge). Les flèches représentent 12 copies d’une région de 5 kb présente dans 12 loci différents (en violet).   
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3.3.2.3 Des séquences codantes particulières 
Bien qu’elle ait un génome réduit, X. albilineans possède 522 gènes qui ne sont pas 
conservés chez les autres bactéries du genre Xanthomonas (Pieretti et al., 2009 et 2012). Ces 
gènes sont impliqués dans la biosynthèse de molécules dont le rôle dans la pathogénie a déjà 
été montré ou qui reste à identifier. Les principaux gènes ou groupements de gènes uniques 
(spécifiques) à cette espèce bactérienne sont (Figure 38): (i) un cluster de gènes codant un 
SST3 de la famille SPI-1 (pour « Salmonella Pathogenicity Island-1 »), (ii) douze gènes 
codant des mégaenzymes NRPS (pour « Non Ribosomal Peptide Synthetase »), (iii) cinq 
gènes codant des enzymes de dégradation de la paroi possédant un long linker inhabituel, et 
(iv) une région de 5 kb présente dans 12 loci différents et codant des protéines hypothétiques 
de fonction inconnue. Les caractéristiques de ces gènes sont présentées ci-dessous.  
 
3.3.2.3.1 Le système de sécrétion de type III de la famille SPI-1 
L’absence du SST3 Hrp chez X. albilineans laisse supposer que l’interaction entre la 
bactérie et les cellules de la canne à sucre est réalisée via d’autres systèmes de sécrétion. 
Effectivement, X. albilineans possède un système de sécrétion de type III de la famille des 
injectisomes SPI-1 (Marguerettaz et al., 2011; Pieretti et al., 2009). Ce système de sécrétion, 
qu’on rencontre habituellement chez les bactéries pathogènes de mammifères ou chez les 
bactéries symbiotiques d’insectes, est présent chez un nombre très restreint de bactéries 
phytopathogènes comme par exemple X. axonopodis pv. phaseoli (Alavi et al., 2008; 
Marguerettaz et al., 2011; Smits et al., 2010). 
Les caractéristiques génomiques et évolutives de ce système de sécrétion ont été récemment 
décrites par Marguerettaz et al. (2011). D’un point de vue évolutif, en se basant sur les 
séquences du SST3 SPI-1 de bactéries associées aux mammifères, insectes ou plantes, le 
SST3 SPI-1 de X. albilineans fait partie du même groupe génétique que celui des bactéries 
phytopathogènes qui possédent ce système (Erwinia tasmaniensis, E. amylovora, E. 
pyrifoliae, et Pantoea stewartii subsp. stewartii). Par ailleurs, le SST3 SPI-1 de X. albilineans 
ne présente pas de similarité élevée avec les autres SST3 SPI-1 dont la séquence complète est 
disponible à ce jour. Il est cependant complet et potentiellement fonctionnel (Marguerettaz et 
al., 2011). Les séquences partielles du SST3 SPI-1 de X. axonopodis pv. phaseoli présentent 
plus de 77% d’identité en acides nucléiques avec les séquences du SST3 SPI-1 de X. 
albilineans. 
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Chez X. albilineans, le rôle du SST3 SPI-1 est encore non élucidé. En effet, l’étude de 
deux mutants d’insertion a permis de montrer que ce système de sécrétion n’est pas 
indispensable pour la colonisation de la canne à sucre et la production de symptômes foliaires 
(Marguerettaz et al., 2011). Ce système de sécrétion pourrait, en revanche, être nécessaire lors 
des interactions entre X. albilineans et un insecte, comme c’est le cas pour Pantoea stewartii 
subsp. stewartii, l’agent causal du flétrissement de Stewart chez le maїs (Correa et al., 2010). 
Cependant, aucun insecte vecteur n’a encore été identifié pour l’agent causal de l’échaudure 
des feuilles de la canne à sucre. On peut aussi émettre l’hypothèse que le SST3 SPI-1 de X. 
albilineans joue un rôle hors planta, notamment lors de la colonisation épiphyte de la plante 
hôte par l’agent pathogène, comme cela a été suggéré pour E. tasmaniensis (Kube et al., 
2008). 
 
3.3.2.3.2 Les mégaenzymes NRPS "Non-Ribosomal Peptide Synthetases" 
Les NRPS sont des mégaenzymes impliquées dans la biosynthèse non ribosomale de 
petites molécules. Ces petites molécules peuvent contribuer à la virulence, à l’adaptation à des 
environnements hostiles, ou jouer un rôle lors de la compétition avec d’autres 
microorganismes (Groll et al., 2008 ; Mossialos et al., 2002). Le génome de X. albilineans 
comporte 12 gènes codant des enzymes NRPS, et ceux-ci couvrent 4% de la taille du génome 
de la bactérie (Pieretti et al., 2009). Parmi les 12 gènes NRPS de X. albilineans, trois sont 
impliqués dans la biosynthèse de l’albicidine, une toxine unique à cette bactérie (Royer et al., 
2004). Le rôle des 9 autres gènes NRPS dans le cycle de X. albilineans reste, cependant, 
inconnu (Royer et al., accepté). Selon Marguerettaz (2010), au moins deux petites molécules 
synthétisées par les gènes NRPS de X. albilineans, dont l’albicidine, sont impliquées dans la 
capacité de cette bactérie à produire des symptômes foliaires et à se multiplier dans la tige de 
la canne à sucre. 
 
a) L’albicidine : une phytotoxine unique et spécifique à X. albilineans 
X. albilineans est connue pour produire un complexe de phytotoxines dont la 
composante majeure est l’albicidine. La caractérisation chimique et structurale de cette toxine 
est en cours au sein de notre équipe. L’albicidine est une petite molécule dont la masse est 
estimée à 843 Da (Birch et Patil, 1985). La biosynthèse de cette toxine est sous la dépendance 
d’un groupement de 20 gènes (albI à albXX) qui sont situés dans une région de 49 kb du 
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génome de la bactérie. Trois de ces gènes codent des mégaenzymes de la famille des NRPSs 
et des PKS (pour « Polyketide Synthase ») (Royer et al., 2004).  
 L’albicidine représente un élément important du pouvoir pathogène de X. albilineans 
(Birch, 2001 ; Birch et Patil, 1987a). En effet, cette toxine est associée à l’apparition de 
symptômes foliaires de l’échaudure des feuilles, notamment les lignes blanches et les 
chloroses foliaires (Birch et Patil, 1987a). Elle inhibe la réplication de l’ADN des proplastes, 
ce qui bloque par conséquent la différenciation de ceux-ci en chloroplastes (Birch et Patil, 
1987b). Au niveau moléculaire, l’albicidine est un puissant inhibiteur de l’ADN gyrase des 
organismes procaryotes et des chloroplastes (Hashimi et al., 2007). L’albicidine possède 
également une activité antibiotique à des concentrations nanomolaires sur une large gamme 
de bactéries à Gram positif et à Gram négatif. Cette activité antibiotique doit conférer à X. 
albilineans un avantage compétitif lors de la colonisation de sa plante hôte (Birch et Patil, 
1985). 
Jusqu’à récemment, l’albicidine constituait le seul facteur de pathogénie connu 
chez X. albilineans. Cependant, des mutants de X. albilineans ne produisant plus d’albicidine 
sont toujours capables de coloniser efficacement la canne à sucre (Birch, 2001; Birch et Patil, 
1987a). Par ailleurs, un mutant non producteur d’albicidine de la souche XaFL07-1 de X. 
albilineans (originaire de Floride) est toujours capable de produire des lignes blanches 
diffuses et des nécroses foliaires (Rott et al., 2011). De même, un mutant du gène albI de la 
souche X. albilineans GPE PC73 (originaire de Guadeloupe) ne produit plus d’albicidine mais 
colonise de façon efficace les feuilles et la tige de canne à sucre (Marguerettaz, 2010). 
L’ensemble de ces résultats permet d’affirmer que la pathogénie de X. albilineans ne repose 
que partiellement, et non pas essentiellement, sur l’albicidine. 
 
b) Les autres petites molécules produites par les NRPS 
Chez X. albilineans, les neuf autres gènes NRPS (qui ne sont pas impliqués dans la 
biosynthèse de l’albicidine) sont aussi pressentis comme étant impliqués dans la production 
de petites molécules. Sept de ces neuf gènes NRPS de X. albilineans présentent des similarités 
avec les gènes NRPS d’autres Xanthomonas spp. associés à des monocotylédones (à savoir X. 
oryzae pv. oryzae, X. oryzae pv. orizycola et X. translucens) (Royer et al., 2013). Les petites 
molécules synthétisées par ces gènes NRPSs pourraient être impliquées dans l’interaction 
spécifique entre ces bactéries et leur plante hôte. En effet, elles pourraient jouer le rôle 
Figure 39. Comparaison des 5 enzymes PCWDE codées par X. albilineans et par d’autres espèces de 
Xanthomonadaceae (Pieretti et al., 2012). Les boites bleues correspondent au linker (une séquence riche en 
proline, thréonine, sérine et glycine). La longueur de ces boites est proportionnelle à la longueur du linker 
considéré (le nombre d’acides aminés Aa est indiqué dans chacune des boites). Les boites oranges correspondent 
au domaine de fixation à la cellulose (CBD). XOC: X. oryzae pv. oryzicola souche BLS256; XCC: X. 
campestris pv. campestris souche ATCC 33913; XCV: X. axonopodis pv. vesicatoria souche 85-10; XAC: X. 
axonopodis pv. citri souche 306; XOO: X. oryzae pv. oryzae souche MAFF 311018; Xva: X. campestris pv. 
vasculorum souche NCPPB702; Xmu: X. campestris pv. musacearum souche NCPPB4381; XAL: X. albilineans 
souche GPE PC73; Xyl 9a5c: X. fastidiosa souche 9a5c; XYL Temecula 1: X. fastidiosa souche Temecula 1.  
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d’effecteurs ou d’éliciteurs, comme c’est le cas de la syringoline chez P. syringae (Waspi et 
al., 1998).  
Ces petites molécules pourraient également jouer le rôle de surfactant (Berti et al., 2007) ou 
être impliquées dans la biosynthèse de sidérophores (Mossialos et al., 2002).  
Un des gènes clés de la biosynthèse des NRPS, à savoir le gène albXXI, code une 
phosphopantéthéinyl transférase qui est une enzyme impliquée dans l’activation post-
transcriptionnelle des NRPS, et notamment dans la biosynthèse de l’albicidine (Marguerettaz, 
2010). L’inactivation de ce gène par délétion a permis de montrer que les produits des gènes 
NRPS (notamment les molécules non-albicidine) sont impliqués dans la multiplication de X. 
albilineans dans la partie supérieure de la tige, mais pas dans sa partie inférieure ou dans les 
feuilles (Marguerettaz, 2010). Les molécules produites par les gènes NRPS sont donc de 
nouveaux déterminants du pouvoir pathogène de X. albilineans. Leur rôle précis dans la 
pathogénie, et notamment la multiplication optimale de la bactérie au sommet de la tige, reste 
à préciser.  
 
3.3.2.3.3 Les enzymes de dégradation de la paroi végétale 
Le génome de X. albilineans comporte 19 gènes codant des enzymes de dégradation de 
la paroi végétale (cellulases, polygalacturonases, rhamnogalacturonases, beta-glucosidases, 
xylanases) appelées PCWDE (pour « Plant Cell Wall Degrading Enzymes »). Cinq PCWDE 
codées par X. albilineans (à savoir deux endoglucanases EngXCA, une cellobiosidase CbhA 
ou CelA, une cellulase CelS et une protéine hypothétique sécrétée) possèdent dans leur région 
C-terminale un très long linker riche en sérine, proline, thréonine ou glycine et un domaine de 
fixation à la cellulose (CBD) (Figure 39) (Pieretti et al., 2009 et 2012). Ce linker et ce CBD 
ont pour rôle de favoriser l’accessibilité et la fixation au substrat (Howard et al., 2004 ; 
Boraston et al., 2004). Selon Pieretti et al. (2012), ces enzymes seraient particulièrement 
adaptées au mode de vie xylémique de X. albilineans et à la dégradation des parois et des 
substrats carbonés présents dans la sève brute. Les PCWDE codées par les autres espèces de 
Xanthomonas ne possèdent pas ce CBD associé à un long linker (Figure 39). Il est cependant 
intéressant de noter que Xylella fastidiosa code deux PCWDE possédant aussi un long linker 
et un CBD. Le rôle de ces enzymes particulières codées par X. albilineans reste à déterminer. 
 
Figure 40. Représentation des 12 copies du cluster de gènes de 5 kb présent dans 12 loci du génome de la 
souche GPE PC73 de X. albilineans (Pieretti et al., 2012). XALc_1969, XALc_2380, XALc_1070, XALc_3014, 
XALc_2331 et XALc_2613 présentent 59 à 88% d’identité en acides aminés (Aa) avec XALc_2074 et 
XALc_2075 ; XALc_3056 présente 93% d’identité en acides aminés avec XALc_0685 ; XALc_1798 et 
XALc_1863 présentent 84% d’identité en acides aminés avec XALc_1627. Les trois groupes partagent au moins 
45% d’identité en acides aminés. Les étoiles bleues et rouges correspondent respectivement à la triade Ser-His-Asp 
et au linker polyserine. 
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3.3.2.3.4 Un cluster de 5 kb présent dans douze loci différents 
D’une manière intrigante, il existe dans le génome de X. albilineans un même 
groupement de gènes de 5 kb présent dans 12 loci différents (Figure 40) (Pieretti et al., 2012). 
Certains gènes sont partagés par plusieurs de ces loci et présentent une identité élevée en 
acides aminés, ce qui suggère qu’ils sont impliqués dans des processus moléculaires 
similaires. En tenant compte du pourcentage d’identité des gènes entre eux, les 12 copies de 
ce cluster peuvent être divisées en trois groupes. Ces trois groupes partagent moins de 45% 
d’identité en acides aminés et ils pourraient donc être impliqués dans trois processus 
moléculaires distincts (Pieretti et al., 2012). Les protéines codées par ce groupement de gènes 
de 5 kb sont des protéines hypothétiques qui ne contiennent aucun domaine fonctionnel 
conservé et ne correspondent que partiellement à des protéines hypothétiques codées par X. 
campestris pv. musacearum, X. campestris pv. vasculorum ou X. oryzae pv. oryzae. Par 
ailleurs, il est intéressant de noter que les 12 copies de ce cluster codent chacune une protéine 
contenant une triade Serine-Histidine-Asparagine (SHD) caractéristique des enzymes 
hydrolytiques de la famille des α/β-hydrolases. De plus, neuf de ces protéines contenant la 
triade SHD contiennent également un polyserine-linker (PSL) qui sépare deux domaines 
putatifs dont la fonction est inconnue. Ce PSL est décrit comme étant une région flexible qui 
favorise l’accessibilité au substrat, ce qui augmenterait par conséquent l’activité enzymatique 
des protéines (Howard et al., 2004). La présence de ce PSL et de la triade SHD suggère que 
ces 12 copies de ce groupement de gènes de 5 kb seraient impliquées dans l’utilisation de 
substrats spécifiques de la canne à sucre (Pieretti et al., 2012).  
 
3.4  Facteurs de pathogénie chez X. albilineans 
3.4.1 Facteurs de pathogénie identifiés par génomique fonctionnelle  
Afin d’identifier de nouveaux gènes candidats potentiellement impliqués dans la 
pathogénie de X. albilineans, une mutagenèse aléatoire du génome de X. albilineans a été 
réalisée à l’université de Floride (Rott et al., 2011). Soixante-et-un mutants affectés dans leur 
capacité à produire des symptômes ou à se multiplier dans la tige de canne à sucre ont été 
identifiés (Rott et al., 2011). La zone d’insertion du transposon dans le génome de ces 
mutants a été séquencée et, grâce à la séquence de la souche GPE PC73 de X. albilineans 
(Pieretti et al., 2009), les gènes inactivés ont pu être identifiés. Ces gènes codent 
potentiellement des protéines impliquées dans diverses fonctions comme la biosynthèse de 
Figure 41. Organisation des gènes rpf chez X. albilineans et chez d’autres Xanthomonadacae (Rott, non 
publié). Comme Xylella fastidiosa,  X. albilineans ne possède que 6 gènes rpf.   
rpfA rpfB rpfF rpfH rpfG rpfC lysS rpfD prfB rpfI rpfE recJ 
rpfA rpfB rpfF rpfG rpfC lysS prfB rpfE recJ 
rpfA orf rpfG lysS prfB rpfE recJ orf // rpfB rpfF rpfC 
rpfA rpfB rpfF rpfH rpfG rpfC lysS rpfD prfB rpfI rpfE recJ orf orf orf 
Xanthomonas campestris pv. campestris strain ATCC 33913  
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria strain 85-10  
Stenotrophomonas maltophilia strain K279a  
Xylella fastidiosa strain 9a5c 
Xanthomonas albilineans strain PC73  
rpfA rpfB rpfF rpfG rpfC lysS rpfD prfB rpfI rpfE recJ orf orf orf orf orf orf orf orf orf 
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polysaccharides de surface (6 loci), la biosynthèse d’acides gras (2 loci), des systèmes de 
sécrétion (1 locus), la régulation et la signalisation cellulaire (2 loci), et le transport (5 loci) 
(Rott et al., 2011). De plus, neuf gènes sont prédits comme codant des protéines de fonction 
inconnue, et notamment une protéine OmpA de la membrane externe. En outre, l’implication 
des gènes rpf dans la pathogénie de X. albilineans a été récemment étudiée (Rott et al., 2013). 
Le rôle de ces gènes candidats de pathogénie est présenté ci-dessous.  
 
3.4.1.1  Les gènes du quorum-sensing 
Un cluster de gènes appelé rpf (pour « regulation of pathogenicity factors ») a été 
décrit dans le génome de X. albilineans (Pieretti et al., 2009). Ces gènes rpf codent le QS, un 
système de signalisation qui dépend de la production d’une molécule signal diffusible appelé 
DSF (cf. partie 1 paragraphe 2.3.7) (Deng et al., 2011 ; Ryan et Dow, 2011). Le cluster de 
gènes rpf, caractérisé pour la première fois chez X. campestris pv. campestris (Tang et al., 
1991), comprend, chez la plupart des Xanthomonas, neuf gènes annotés de rpfA à rpfI. Le 
génome de X. albilineans contient six gènes rpf uniquement (rpfA, rpfB, rpfF, rpfC, rpfG et 
rpfE) dont l’organisation est similaire à celle des autres Xanthomonas (Figure 41). Par 
ailleurs, les gènes rpfF, rpfC et rpfG de X. albilineans partagent une identité élevée en acides 
aminés avec ceux des autres Xanthomonas (Rott et al., 2013). Cependant, bien que RpfF, 
RpfC et RpfG soient conservés chez les Xanthomonadaceae, ces derniers ont des rôles 
différents d’une espèce bactérienne à l’autre. Cette diversité des rôles montre que les bactéries 
adaptent ce système de régulation en fonction de leurs besoins afin de coloniser des niches 
écologiques diverses (Chatterjee et al., 2008a et b; Dow, 2008 ; Gudesblat et al., 2009 ; Rott 
et al., 2013).  
Le DSF est produit par X. albilineans (Rott et al., 2013 ; Wang et al., 2004), mais son 
rôle reste énigmatique à ce jour. En effet, la mutation du gène rpfF chez la souche XaFL07-1 
de X. albilineans ne semble pas avoir un effet sur sa capacité à se multiplier dans la tige de la 
canne à sucre et à provoquer les symptômes de la maladie (Rott et al, 2009 ; Rott et al., 2013). 
En revanche, la colonisation de la tige de la canne par X. albilineans est négativement régulée 
par le système de régulation RpfC/RpfG. En effet, l’inactivation partielle ou totale du 
récepteur de DSF chez la même souche de X. albilineans (gènes rpfC et rpfG) permet à la 
bactérie de coloniser le bas de la tige de façon plus efficace que la souche sauvage (Rott et al, 
2013). De plus, une surproduction du DSF a été observée lors de l’inactivation totale ou 
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partielle de ces gènes. Toutefois, la surproduction du DSF n’explique pas la capacité élevée 
de ces souches à coloniser la tige de la canne. En effet, la souche mutée au niveau des gènes 
rpfF, rpfG et rpfC (triple mutation) ne produit pas de DSF et conserve néanmoins une 
capacité de colonisation élevée. Le système de régulation RpfC/RpfG pourrait donc être aussi 
sous la dépendance d’une molécule signal autre que le DSF.  
Contrairement à ce qui a été décrit pour d’autres bactéries phytopathogènes, les gènes 
rpf de X. albilineans n’apparaissent pas essentiels pour la multiplication de cette espèce 
bactérienne dans la plante et la production de symptômes. Le rôle de ces gènes dans la 
pathogénie de cette bactérie reste à préciser, d’autant plus que des mutants du récepteur de 
DSF ont une mobilité réduite in vitro, alors qu’in planta ils ont une capacité élevée à coloniser 
la tige de la canne (Rott et al., 2013). Le DSF pourrait par exemple avoir un rôle dans la vie 
épiphyte de X. albilineans ou dans la formation de biofilms, voire un rôle dans la capacité de 
la bactérie à contourner la fermeture des stomates (mécanisme de défense mis en place par la 
plante pour limiter la pénétration des bactéries), comme c’est le cas pour X. campestris pv. 
campestris (Gudesblat et al., 2009). 
Les bactéries du genre Xanthomonas produisent également une autre molécule appelée 
DF (pour « Diffusible Factor »). La biosynthèse de cette molécule est codée par le gène 
xanB2. Chez X. campestris pv. campestris, ce facteur diffusible régule la production des 
xanthomonadines (pigments de couleur jaune) et des exopolysaccharides (EPS), des produits 
indispensables pour la vie épiphyte et la pathogénie de cette bactérie (Poplawsky et Chun, 
1998). Les mutants xanB2 de la souche XaFL07-1 ne sont pas affectés dans leur capacité à 
coloniser la tige de la canne à sucre et à provoquer les symptômes de la maladie (Rott et al., 
2009). Ces travaux montrent donc que le facteur diffusible DF n’est pas non plus 
indispensable pour la production des symptômes de la maladie et pour la colonisation de 
la tige par X. albilineans. Par ailleurs, tous les essais mis en place pour démontrer la 
production du facteur diffusible DF par X. albilineans se sont à ce jour avérés infructueux 
(Rott, communication orale). 
 
3.4.1.2  Les polysaccharides de surface  
Les polysaccharides synthétisés par les bactéries existent majoritairement sous deux 
formes : les lipopolysaccharides (LPS) qui sont ancrés dans la paroi bactérienne, et les 
exopolysaccharides (EPS) qui sont relargués dans le milieu extracellulaire ou restent associés 
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Figure 42. Comparaison du cluster des gènes LPS chez X. albilineans (souche GPE PC73), X. campestris pv. 
campestris (souche B100) et X. campestris pv. vasculorum (souche NCPPB702) (Pieretti et al., 2012).  Les gènes 
orthologues sont représentés par la même couleur. Les gènes spécifiques à chaque espèce sont présentés en gris 
chez X. campestris pv. campestris, en bleu chez X. albilineans et en beige chez X. campestris pv. vasculorum. HP: 
protéine hypotéthique, IS: séquence d’insertion.  
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à la cellule sous forme de capsule. Les polysaccharides de surface sont des facteurs de 
virulence majeurs des bactéries phytopathogènes, notamment les Xanthomonas, et jouent des 
rôles divers et variés dans l’interaction entre les bactéries et leur plante hôte (Büttner et 
Bonas, 2009 ; Newman et al., 2001).  
Chez les bactéries du genre Xanthomonas, les clusters de gènes impliqués dans la 
biosynthèse des LPS sont variables en nombre et en identité (Lu et al., 2008). Par ailleurs, 
tous ces clusters sont bordés de part et d’autre par deux gènes qui sont conservés chez tous les 
Xanthomonas, à savoir etfA ("electron transport flavoprotein") et metB ("cystathionine gamma 
lyase"). Dans le génome de X. albilineans, le cluster de gènes LPS est également bordé par les 
gènes etfA et metB et comprend 12 gènes (XALc_2700 à XALc_2711) (Figure 42). Cinq de 
ces gènes (XALc_2700 à XALc_2704) sont spécifiques de X. albilineans, alors que les sept 
autres (XALc_2705, gmd, rmd, XALc_2708, XALc_2709, xzm, et XALc_2711) présentent 
une identité élevée en acides aminés avec ceux de X. campestris pv. vasculorum (agent causal 
de la gommose de la canne à sucre) (Figure 42) (Pieretti et al., 2012). Pieretti et al. (2012) ont 
suggéré que les gènes conservés chez ces deux agents pathogènes sont impliqués dans la 
biosynthèse de LPS qui seraient spécifiquement adaptés pour interagir avec la canne à sucre.  
Par ailleurs, les Xanthomonas produisent un EPS caractéristique appelé xanthane. 
Plusieurs loci sont impliqués dans la production de la gomme xanthane, dont un cluster de 
gènes gum (gumB à gumM) qui est conservé chez les Xanthomonas (Katzen et al., 1998; 
Vojnov et al., 1998). X. albilineans est l’unique espèce du genre Xanthomonas à ne pas 
posséder les gènes gum (Pieretti et al., 2009). Cependant, X. albilineans possède les gènes 
xanA et xanB responsables de la biosynthèse de sucre précurseurs du xanthane. X. albilineans 
possède également d’autres gènes impliqués dans la biosynthèse du xanthane, comme les 
gènes pgi, galU et ugd qui permettent respectivement la biosynthèse des sucres nucléotidiques 
UDP-D-glucose, GDP-D-mannose et l’acide UDP-D-glucuronique (Pieretti et al., 2009 et 
2012). 
 Bien que X. albilineans ne dispose pas de gènes gum, cette bactérie produit des 
polysaccharides au niveau de sa surface cellulaire. Une dizaine de mutants ne produisant plus 
de polysaccharides de surface (PS) ont été identifiés grâce à une mutagenèse aléatoire réalisée 
avec la souche XaFL07-1 originaire de Floride (Rott et al., 2011). Contrairement à la souche 
sauvage de X. albilineans qui a un aspect visqueux sur milieu gélosé, les cultures bactériennes 
mutées au niveau des gènes de PS sont sèches au grattage, confirmant que ces mutants ne 
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produisent plus de PS. Chez X. albilineans, la mutation de plusieurs gènes impliqués dans la 
synthèse de PS provoque une réduction importante de la capacité de l’agent pathogène à se 
multiplier dans la tige et une forte atténuation voire l’absence des symptômes de la maladie.  
Néanmoins, la production in planta d’une molécule xanthane-like par X. albilineans a 
récemment été signalée (Blanch et al., 2008a ; Fontaniella et al., 2002). D’après ces travaux, 
il s’agit d’un tétrasaccharide composé de deux molécules de glucose, d’une molécule de 
mannose et d’acide glucuronique (Blanch et al., 2008b). Seules les cannes infectées par X. 
albilineans seraient capables de relarguer de l’acide glucuronique et de produire ce 
polysaccharide proche du xanthane (Legaz et al., 2011). Ces résultats sont tout de même 
surprenants étant donnée l’absence des gènes gum chez X. albilineans. 
 
3.4.1.3  Les protéines de la membrane externe 
Les protéines membranaires de la famille OmpA (pour « Outer Membrane Proteins ») 
constituent une composante majeure de la membrane externe des entérobactéries (Koebnik et 
al., 2000 ; Krishnan et al., 2012). A titre d’exemple, cette protéine est exprimée chez E. coli à 
environ 100 000 copies par cellule (Koebnik et al., 2000). Etant donné les rôles divers qu’elle 
peut jouer, la protéine OmpA est considérée comme une protéine multi-facette (Krishnan et 
al., 2012 ; Smith et al., 2007). En effet, chez les bactéries pathogènes de l’homme, cette 
protéine est cruciale pour la virulence car elle est requise pour l’adhésion aux tissus de l’hôte, 
l’invasion, et l’évasion du système immunitaire de l’hôte (Krishnan et Prasadarao, 2012 ; 
Ristow et al., 2007; Smith et al., 2007 ; Wang et Kim, 2002). Peu de données existent dans la 
littérature au sujet du rôle de ces protéines chez les bactéries phytopathogènes. Une protéine 
membranaire OmpA (appelée également MopB) constitue une protéine membranaire majeure 
chez X. campestris pv. campestris (Chen et al., 2010). L’inactivation du gène codant cette 
protèine a un effet pléiotropique car elle induit une déformation de la structure membranaire 
de la bactérie, une agrégation anormale des cellules, et elle affecte aussi l’adhésion, la 
mobilité et la pathogénie de X. campestris pv. campestris sur le chou (Chen et al., 2010). 
La mutagenèse aléatoire du génome de la souche de X. albilineans XaFL07-1 a conduit 
à l’identification de cinq mutants du gène XALc_0557 (orthologue d??????? opB de ?X.?
campestris) (Rott et al., 2011). Le gène XALc_0557 est prédit coder our deux domaines 
distincts: un domaine N-terminal appelé OMC (pour « Outer Membrane Channels ») de la 
super-famille des porines, et un domaine C-terminal-like. L’inactivation de cette protéine 
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(appelée XaOmpA1) chez la souche XaFL07-1 de X. albilineans rend la bactérie quasi 
incapable de se multiplier dans la tige de la canne à sucre et de provoquer des symptômes. La 
bactérie est également affectée dans sa mobilité in vitro et dans sa capacité à croître en milieu 
riche et en milieu pauvre, ce qui pourrait expliquer les difficultés de la bactérie à coloniser sa 
plante hôte (Rott et al., 2011). Des observations en microscopie électronique ont aussi permis 
de montrer que les mutants XaOmpA1 ont une structure membranaire altérée et sont 
caractérisés par une hyperproduction de vésicules membranaires (Fleites et al., 2013). La 
partie OMC N-terminale et la partie C-terminale de la protéine XaOmpA sont toutes les deux 
nécessaires pour l’expression de la pathogénie de X. albilineans. La protéine XaOmpA1 
semble donc plutôt jouer essentiellement un rôle dans la fitness de la bactérie que dans 
la pathogénie sensus stricto. On ne peut cependant pas exclure l’hypothèse que cette protéine 
ait un rôle « offensif » dans la pathogénie de la bactérie, en altérant par exemple l’export de la 
toxine albicidine (Fleites et al., 2013). En effet, on peut logiquement penser que l’export de 
l’albicidine à partir du cytoplasme de la cellule bactérienne, qui dépend d’une pompe à efflux 
dans la membrane externe (Pieretti et al., 2009), est certainement lié à l’intégrité de cette 
membrane. Un tel effet n’a cependant pas été observé in vitro (Fleites et al., 2013). Par 
ailleurs, les vésicules membranaires externes OMV (pour « Outer Membrane Vesicles) sont 
aussi reconnues comme pouvant transporter des facteurs de virulence (Sidhu et al., 2008). 
Une hyper-production d’OMV pourrait donc aussi affecter le rôle « offensif » de la protéine 
XaOmpA1 dans la pathogénie de X. albilineans.  
 
3.4.2 Facteurs putatifs de pathogénie identifiés par hybridation soustractive et 
suppressive  
Afin d’identifier des gènes putatifs de pathogénie, une analyse comparative par 
hybridation soustractive et suppressive a été réalisée pour comparer une souche très 
pathogène (XaFL07-1 originaire de Floride) et une souche moins pathogène (Xa23R1 
originaire de Floride). La séquence des clones obtenus a ensuite été blastée avec la séquences 
des génomes de deux autres souches très pathogènes (GPE PC73 originaire de Guadeloupe et 
HVO82 originaire du Burkina Faso). Les souches XaFL07-1 et GPE PC73 sont associées à la 
recrudescence de l’échaudure des feuilles en Floride et en Guadeloupe et à la transmission de 
la maladie par voie aérienne. Cette étude a permis de mettre en évidence 20 ORFs et une large 
région intergénique présents uniquement chez les trois souches très pathogènes de X. 
albilineans. Les ORFs caractéristiques des souches pathogènes codent des ABC transporteurs, 
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une oxidoréductase et plusieurs protéines hypothétiques dont l’importance dans la pathogénie 
reste à préciser (Pieretti et al., 2012).  
3.5  Variabilité du pouvoir pathogène et diversité génétique de X. albilineans 
La culture de variétés résistantes est le moyen de lutte le plus efficace contre 
l’échaudure des feuilles. Cependant, malgré le développement de variétés de canne à sucre 
améliorées et sélectionnées pour leur résistance à X. albilineans, plusieurs cas d’échaudure 
des feuilles ont été signalés sur des variétés considérées comme résistantes jusqu’alors. Ces 
chutes de résistance des variétés de canne à sucre améliorées ont souvent été attribuées à 
l’apparition de nouvelles souches de X. albilineans, et donc à une variation de pathogénie de 
cet agent pathogène, mais cela n’a jamais pu être démontré sans équivoque. Ce n’est qu’en 
1986 que trois sérotypes et six lysogroupes de X. albilineans ont été décrits (Rott et al., 1986 
et 1994), mais aucune relation entre ces variants de la bactérie et la variabilité du pouvoir 
pathogène n’a pu être mise en évidence.  
Suite à la recrudescence de la maladie dans les années 1980-1990 dans le bassin 
caribéen, et notamment aux Antilles et en Floride, une étude approfondie de la diversité 
génétique de X. albilineans a été réalisée par la technique d’électrophorèse en champ pulsé ou 
PFGE (pour « Pulsed Field Gel Electrophoresis »). La caractérisation de plus de 200 souches 
de X. albilineans originaires d’une trentaine de pays cultivant la canne à sucre a ainsi permis 
de mettre en évidence l’existence de 54 haplotypes et d’au moins 10 groupes génétiques 
différents au sein de cette espèce bactérienne (Clerc, 1997 ; Davis et al., 1997). Un de ces 
groupes (appelé PFGE-B) a notamment été associé à la recrudescence de la maladie dans le 
bassin caribéen, ainsi qu’à la dissémination de X. albilineans par voie aérienne (Champoiseau 
et al., 2006b ; Davis et al., 1997).  
En se basant sur ces résultats, l’hypothèse de l’existence de deux types de souches de 
X. albilineans a été émise. Le premier type correspondrait aux souches du groupe génétique 
PFGE-B et ces souches seraient transmises par voie aérienne. Le deuxième type rassemblant 
les souches du groupe génétique PFGE-A ne serait pas transmis par voie aérienne (Davis et 
al., 1997).  
Une diversité génétique de X. albilineans a aussi été décrite récemment au sein d’une 
collection mondiale de souches en utilisant une sonde d’ADN comprenant des gènes 
impliqués dans la biosynthèse de l’albicidine (Champoiseau et al., 2006a). Cette étude a 
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permis de mettre en évidence un profil RFLP spécifique des souches du groupe PFGE-B qui 
est lié à la méthylation de l’ADN génomique au niveau des sites de restriction SalI (Royer, 
communication personnelle).  
Des variations de production de l’albicidine ont également été observées parmi les 
souches de X. albilineans (Renier et al., 2007). Cependant, aucune relation entre la variation 
de production d’albicidine, la diversité génétique et la variation de pathogénie n’a pu être 
mise en évidence à ce jour chez X. albilineans (Champoiseau et al., 2006a ; Renier et al., 
2007). L’albicidine, si elle apparait impliquée dans la pathogénie de X. albilineans, ne 
permet pas à ce jour d’expliquer les variations de pathogénie chez X. albilineans. 
D’autres facteurs, qui sont encore non identifiés, jouent donc clairement un rôle important 
dans l’expression et la variation de la pathogénie, notamment dans la capacité de l’agent 
pathogène à être transmis par voie aérienne, à coloniser la phyllosphère et le système 
vasculaire de la canne à sucre. 
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Chapitre II : Objectifs de la thèse 
Une meilleure connaissance des étapes clés du cycle infectieux d’un agent pathogène 
sur son hôte, ainsi que l’identification des déterminants moléculaires impliqués dans ces 
étapes, sont indispensables pour comprendre les mécanismes d’interaction entre une plante et 
un agent pathogène.  
Les mécanismes qui régissent l’interaction entre Xanthomonas albilineans et la canne à 
sucre sont très peu étudiés. Cette situation est attribuable aux deux protagonistes car, d’une 
part la canne à sucre est une plante des régions chaudes d’assez grande taille et à génome 
complexe, et d’autre part, X. albilineans n’est pas facilement manipulable au laboratoire 
(croissance relativement lente sur milieu gélosé) et elle est associée à une phase de latence qui 
peut compliquer les expérimentations sur plante. De plus, cette espèce bactérienne est un 
membre particulier du genre Xanthomonas et bénéficie peu des recherches effectuées sur les 
membres classiques de la famille des Xanthomonadaceae que sont X. campestris, X. 
vesicatoria ou X. oryzae par exemple. En effet, comme nous venons de le voir dans la partie 
bibliographique, X. albilineans est une bactérie qui, tout en présentant des similarités, se 
différencie nettement des autres Xanthomonas. Elle a été décrite comme une bactérie 
possédant une artillerie minimale car elle est dépourvue de plusieurs gènes qui sont essentiels 
à la pathogénie chez la majorité des autres bactéries phytopathogènes. Le système de 
sécrétion de type III Hrp et les gènes gum constituent ainsi deux mécanismes de pathogénie 
les plus significatifs qui font défaut à l’agent causal de l’échaudure des feuilles de la canne à 
sucre (Pieretti et al., 2012).  
Au début de ce travail de thèse, les seuls facteurs de virulence qui avaient été identifiés 
et confirmés étaient l’albicidine et au-moins une autre petite molécule synthétisée par les 
gènes NRPS (Birch, 2001 ; Marguerettaz, 2010). Toutefois, ces facteurs ne permettent 
d’expliquer que très partiellement la pathogénie de cette bactérie car des mutants de X. 
albilineans dans les gènes impliqués dans la biosynthèse de ces molécules sont toujours 
capables de provoquer des symptômes ou de se multiplier dans la canne à sucre. Par ailleurs, 
toutes les recherches de gènes de pathogénie ont été focalisées jusqu’à présent sur la capacité 
de la bactérie à se multiplier dans la tige (en terme quantitatif), alors que les étapes qui 
précédent l’envahissement de la tige n’ont pas encore été explorées. Ces étapes précoces de 
l’infection sont cependant cruciales car certaines souches de X. albilineans sont transmises par 
voie aérienne et colonisent la surface des feuilles avant de pénétrer dans les tissus de la plante 
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(Daugrois et al., 2003 et 2012). De même, peu de données existent dans la littérature au sujet 
de la localisation précise de la bactérie dans les tissus de la canne à sucre. En se basant sur des 
données de microscopie (Birch, 2001) et étant donné qu’elle a un génome réduit (Pieretti et 
al., 2009), X. albilineans a été considérée à ce jour comme une bactérie limitée au xylème de 
la plante hôte. Cependant, des études publiées très récemment suggèrent la présence de la 
bactérie hors du xylème, mais ce résultat n’a pas été clairement prouvé (Legaz et al., 2011).  
Dans ce contexte, les objectifs de ce travail de thèse étaient (i) d’étudier la capacité de 
X. albilineans à survivre en surface des feuilles de la canne à sucre, (ii) de préciser la 
localisation de la bactérie dans les tissus foliaires et caulinaire de la canne à sucre et (iii) 
d’identifier des déterminants moléculaires impliqués dans ces étapes de colonisation de la 
plante hôte. Pour cela, une approche avec a priori a été entreprise. En effet, l’existence de 
plusieurs gènes candidats de pathogénie chez X. albilineans (Rott et al. 2011), et notamment 
ceux décrits ci-dessous, nous a conduit à émettre l’hypothèse que certains d’entre eux 
pourraient jouer un rôle important dans les étapes de colonisation de la canne à sucre. Dans ce 
but, les souches suivantes de X. albilineans ont été caractérisées (Tableaux 11 et 12): 
- Quatorze souches de X. albilineans mutées dans des gènes impliqués dans la production de 
polysaccharides de surface, d’une protéine membranaire (XaOmpA), de métabolites 
secondaires (molécules produites par des NRPS), du facteur diffusible DSF, du système de 
sécrétion SST3 SPI-1(Rott et al., 2011 et résultats non publiés) (Tableau 11). 
- Deux souches sauvages de X. albilineans appartenant au groupe PFGE-B et donc 
potentiellement transmises par voie aérienne (XaFL07-1 et GPE PC73, souches pathogènes) 
(Tableau 12) (Davis et al., 1997).  
- La souche XaS3, proche de X. albilineans (souche non pathogène qui est capable de 
coloniser la canopée de la canne à sucre en absence de souches pathogènes de X. albilineans) 
(Tableau 12) (Daugrois et al., 2003). 
 
Les résultats obtenus sont présentés dans deux chapitres : le premier chapitre est 
consacré aux déterminants moléculaires impliqués dans la survie épiphyte de X. albilineans, 
tandis que le deuxième chapitre comprend les travaux réalisés sur la localisation de X. 
albilineans dans les tissus de la canne. 
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Chapitre III : Résultats 
Partie  1 :  DÉTERMINANTS MOLÉCULAIRES IMPLIQUÉS DANS LA 
SURVIE ÉPIPHYTE DE XANTHOMONAS ALBILINEANS 
 
Avant de coloniser leur plante hôte, certaines bactéries phytopathogènes foliaires, 
comme la plupart des Pseudomonas mais aussi plusieurs Xanthomonas, se développent en tant 
qu’épiphyte en surface des feuilles. Cette étape précoce du cycle infectieux est déterminante 
pour l’initiation et la réussite de l’infection, et elle permet également la dispersion et la 
dissémination de ces agents pathogènes (Akhavan et al., 2013 ; Hirano et Upper, 2000). La 
phyllosphère est cependant un environnement hostile où les conditions environnementales 
varient constamment, et les bactéries épiphytes y sont sujettes à différents stress biotiques et 
abiotiques. Avec pour objectif de survivre et de se multiplier dans cet environnement, les 
bactéries phytopathogènes déploient de nombreuses stratégies. Elles doivent d’abord 
percevoir les stimuli environnementaux par chimio-tactisme, puis se déplacer vers les niches 
riches en nutriments. Elles adhèrent ensuite à ces surfaces où elles constituent très souvent des 
biofilms, un type de structure qui leur permet de mieux résister aux stress environnementaux. 
Les bactéries épiphytes se dispersent ensuite du biofilm pour pénétrer à travers les stomates, 
les hydathodes ou des blessures, dans les tissus de la plante hôte et initier ainsi la maladie.  
Plusieurs gènes, comme les gènes rpf, les exopolysaccharides (EPS) et les 
lipopolysaccharides (LPS), sont nécessaires pour l’installation et le développement des 
bactéries du genre Xanthomonas au niveau de la phyllosphère (Hugouvieux et al., 1998 ; 
Gudesblat et al., 2009 ; Li et Wang, 2011b ; Rigano et al., 2007). Les EPS sont des 
constituants majeurs du biofilm et sont indispensables, non seulement pour la formation du 
biofilm, mais également pour la survie épiphyte des bactéries. Ainsi, une mutation du gène 
gumB (nécessaire pour la production d’EPS) rend la bactérie X. axonopodis pv. citri incapable 
de former des biofilms et de survivre en surface des feuilles d’agrumes (Rigano et al., 2007). 
Des phénotypes identiques sont obtenus suite à la mutation de gènes impliqués dans la 
biosynthèse des LPS chez cette même espèce bactérienne (Li et Wang, 2011b).  
Les gènes rpf jouent un rôle de régulation dans la formation et la dispersion des 
biofilms, ainsi que dans la synthèse de facteurs de virulence (EPS notamment). Cependant, ils 
sont aussi directement impliqués dans la survie épiphyte des Xanthomonas.  
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Chez X. campestris pv. campestris, par exemple, la signalisation rpf-dépendante est nécessaire 
pour la production d’une petite molécule qui est à son tour indispensable pour le 
contournement de la fermeture des stomates, une réaction de défense de la plante contre 
l’invasion des agents pathogènes (Gudesblat et al., 2009).   
Xanthomonas albilineans est essentiellement propagée par les boutures de canne à 
sucre infectées utilisées au moment de la plantation, mais aussi par les outils de coupe 
contaminés. Cependant, il existe des souches de cette espèce bactérienne qui sont transmises 
par voie aérienne et qui sont capables de coloniser la phyllosphère avant de pénétrer dans la 
plante hôte. Ces souches ont notamment été associées à la recrudescence de l’échaudure des 
feuilles dans les années 1980-1990 dans le basin caribéen (Daugrois et al., 2003 et 2012). Les 
déterminants moléculaires impliqués dans la survie épiphyte de X. albilineans sont encore 
inconnus. L’objectif de mes travaux était donc d’identifier des déterminants moléculaires 
impliqués dans cette phase du cycle infectieux de X. albilineans. Trois souches sauvages de X. 
albilineans (Tableau 12), ainsi que douze mutants candidats de pathogénie (Tableau 11) ont 
été testés pour leur capacité de survie épiphyte sur de jeunes plants de canne à sucre cultivés 
in vitro. Les résultats obtenus au cours de cette étude ont été valorisés sous forme de trois 
articles : 
Article I : Mensi I, Pieretti I, Gargani D, Fleites LA, Noell J, Bonnot F, Gabriel DW, Rott P, 
« Surface polysaccharides and quorum-sensing are involved in survival of Xanthomonas 
albilineans on sugarcane leaves » qui sera soumis prochainement pour publication dans la 
revue ‘Plant Molecular Pathology’. 
 
Article II : (cf. annexe 1): Fleites L, Mensi I, Gargani D, Zhang S, Rott P, Gabriel DW, 2013. 
Xanthomonas albilineans OmpA1 appears to be functionally modular and both the OMC and 
C-like domains are necessary for leaf scald disease of sugarcane. MPMI, 26 (10): 1200–1210. 
 
Article III : Pieretti et al. Survie épiphyte de la souche XaS3 (article en cours de préparation). 
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Surface polysaccharides and quorum-sensing are involved in survival of 
Xanthomonas albilineans on sugarcane leaves   
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SUMMARY  
Xanthomonas albilineans, the causal agent of sugarcane leaf scald, is a bacterial plant 
pathogen that is mainly spread by infected cuttings and contaminated harvesting tools. 
However, some strains of this pathogen are known to be spread by aerial means and are able 
to colonize the phyllosphere of sugarcane before entering the host plant and cause disease. 
The objective of this study was to indentify molecular factors involved in survival of X. 
albilineans on sugarcane leaves. We developed a bioassay to test for survival of X. albilineans 
on sugarcane leaves using tissue-cultured plantlets grown in vitro. Six mutants of strain 
XaFL07-1 affected in surface polysaccharide production completely lost their capacity to 
survive on the sugarcane leaf surface. Surprisingly, these mutants were able to produce more 
biofilm in vitro and accumulated more cellular poly-β-hydroxybutyrate than the wild-type 
strain. A mutant affected in production of small molecules synthesized by non-ribosomal 
peptide synthetases (NRPSs) was able to colonize the sugarcane phyllosphere as well as the 
wild-type strain. However, survival of bacteria on sugarcane leaves varied among mutants of 
the rpf gene cluster involved in bacterial quorum sensing. Therefore, both polysaccharides 
and quorum sensing were involved in survival of X. albilineans on sugarcane leaves.   
 
INTRODUCTION 
Prior to entry into plant tissues via wounds or natural openings such as stomata and 
hydathodes, many plant pathogenic bacteria are able to survive as epiphytes on the aerial parts 
of plants (also called the phyllosphere) without causing any visible symptoms (Hirano and 
Upper, 2000; Vorholt, 2012). Success of this early phase of foliar colonization is crucial to 
these pathogens since the occurrence and development of a foliar disease is related to the 
epiphytic population size of the pathogen (Akhavan et al., 2013; Champoiseau et al., 2009; 
Wilson et al., 1999). Epiphytic populations can also provide inoculum for subsequent 
infection of plants or for outbreaks of diseases under appropriate conditions (Hirano and 
Upper, 2000). Because of the frequent and rapid alteration of environmental conditions on 
leaf surfaces, the phyllosphere is considered as a harsh habitat in which epiphytic bacteria are 
confronted by multiple biotic and abiotic stresses, including nutrient limitation, desiccation, 
UV irradiation and antimicrobial compounds (Hirano and Upper, 2000; Lindow and Brandl, 
2003).  
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Epiphytic bacteria employ common and species-specific strategies that allow them to 
resist these stresses and adapt to the phyllosphere (Beattie and Lindow, 1999; Lindow and 
Brandl, 2003; Vorholt, 2012). Aggregation in a structured biofilm is a widely conserved 
strategy among epiphytic bacteria and is produced by many pathogens for protection against 
desiccation and other stresses (Danhorn and Fuqua, 2007; Jacques et al., 2005; Monier and 
Lindow, 2003 and 2004; Rigano et al., 2007). Biofilms are formed when microorganisms 
attach to a surface and to each other, and together form a matrix of exopolysaccharides (EPS), 
lipopolysaccharides (LPS), adhesins and DNA in which they are embedded (Danhorn and 
Fuqua, 2007; Li and Wang, 2011a). Quorum-sensing has been shown to be involved in 
triggering biofilm formation and consequently in epiphytic survival of foliar pathogens (Guo 
et al., 2012; Li and Wang, 2011a; Quinones et al., 2005).  
Several genes involved in epiphytic survival have been identified in bacterial plant 
pathogens. Mutants of gene gumB (coding for EPS production) of X. axonopodis pv. citri are 
no longer able to form biofilms or to survive on citrus leaves (Rigano et al., 2007). The rpf 
gene cluster is involved in regulation of quorum sensing in xanthomonads (Dow, 2008; Ryan 
and Dow, 2011). Biofilm formation and dispersal, as well as EPS biosynthesis, are controlled 
by this system which is also directly involved in epiphytic survival of Xanthomonas species 
(Dow et al., 2003; Torres et al., 2007). In X. campestris pv. campestris, the rpf signalling 
system also regulates the production of a small molecule which is necessary to overcome 
stomatal closure, a reaction of the plant against invasion of the pathogen (Gudesblat et al., 
2009).   
 Historically, sugarcane leaf scald caused by Xanthomonas albilineans was known to 
be transmitted mechanically by cutting implements, or by planting infected cuttings from 
symptomless plants (Rott and Davis, 2000). Sordi and Tokeshi reported in 1986, however, 
that this bacterial species was found in guttation droplets of infected sugarcane and sweet corn 
leaves, demonstrating that the pathogen was not restricted to internal tissues of the host plant. 
Unusual symptoms caused by X. albilineans were observed in a nursery plot in Guadeloupe 
(FWI) in 1993 (Daugrois et al., 2012) and reported from Mauritius in 1995 (Autrey et al., 
1995), and from Florida, USA in 2001 (Comstock, 2001). These unusual symptoms were 
attributed to aerial transmission of the pathogen (Comstock, 2001; Daugrois et al., 2003). 
Furthermore, outbreaks of sugarcane leaf scald that occurred in the late 1980s in Florida were 
also attributed to new strains of the pathogen that had the propensity to be spread aerially 
(Davis et al., 1997).  
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Studies performed by Daugrois et al. (2003) and Champoiseau et al. (2009) in 
Guadeloupe clearly showed that X. albilineans colonizes the sugarcane canopy before 
entering the leaves and causing disease symptoms. The molecular mechanisms involved in the 
establishment of the pathogen on the sugarcane canopy are, however, largely unknown. The 
objective of this study was therefore to identify molecular factors involved in survival of X. 
albilineans on sugarcane leaves. A simplified bioassay using tissue cultured plants of 
sugarcane was developed to reproduce survival on leaves of X. albilineans wild-type strains. 
This bioassay was then used to test extent of epiphytic survival of several mutants of the 
pathogen impaired in capacity to cause disease symptoms or to multiply in the sugarcane stalk 
(Rott et al., 2011).  
  
RESULTS 
A bioassay to study survival of Xanthomonas albilineans on sugarcane leaves 
In preliminary experiments, four week-old tissue-cultured plantlets of cultivar CP68-1026 
were immersed in bacterial suspensions at 106, 107, and 108 CFU/mL of X. albilineans strains 
XaFL07-1 and GPE PC73 (Table 1). Foliar imprints of the plantlets were performed on 
selective growth medium 14 days after inoculation. Extent of epiphytical survival (EES), 
which was based on growth density in the imprint area, varied in a range between 50 and 59 
(on a 0-100 scale) (Fig. 1). No significant difference was found between the two strains of the 
pathogen and the three inoculum densities. X. albilineans strain XaFL07-1 and an inoculum 
density of 107 CFU/mL were chosen for all subsequent experiments.  
 
Surface polysaccharide mutants of X. albilineans are not able to survive on sugarcane 
leaves but overproduce biofilm and accumulate poly-β-hydroxybutyrate 
Six mutants of X. albilineans unable to produce surface polysaccharides after transposon 
mutagenesis were identified in vitro (Table 1; Rott et al., 2011). Mutations in each of these 
mutants were located in different genes, including xanB, gmd and rmd (Table 1). Genes gmd 
and rmd, as well as ORFs XALc_2705 (coding for a glycosyltransferase of operon gmd-rmd) 
and XALc_2709 (coding for an ABC transporter), were expected to be involved in LPS 
production since these genes are bordered by genes etfA and metB (Lu et al., 2008; Pieretti et 
al., 2012). The texture of colonies of these mutants on MW medium was dry, whereas the 
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texture of colonies of the wild-type strain was slightly viscous and easily identified when 
bacteria were sub-cultured on fresh medium with a transfer loop.  
Wild-type strain XaFL07-1 of X. albilineans and the six polysaccharide mutants were 
inoculated on tissue cultured plantlets of sugarcane. Fourteen days after inoculation, the mean 
EES score was 50 for wild-type strain and the mean EES score was only 0.5-5 for the six 
polysaccharide mutants (Table 2). The wild-type strain of X. albilineans produced biofilm that 
adhered to glass (Fig. 2). All polysaccharide mutants were also able to produce this biofilm, 
and even more biofilm than the wild-type strain: biofilm amount, as measured by intensity of 
crystal violet coloration, was significantly higher for 5 of 6 mutants (Fig. 2). Capacity of 
growth in rich and minimal media of the six mutants was similar or only slightly lower than 
the wild-type (Fig. 3). No difference in appearance of the external membrane was found 
between polysaccharide mutant M1116 (Tn5 insertion in gene rmd; table 1) and the wild-type 
parental strain when cells were observed by transmission electron microscopy (Fig. 4). 
However, mutant M1116 showed many more inclusion bodies expected to contain poly-β-
hydroxybutyrate (PHB) than the wild-type strain (Fig. 4).  
Plasmid pALB204 harbouring wild-type gene rmd (encoding a putative NDP-hexose 
oxydoreductase) was introduced into mutant M1116 and tested for capacity to restore 
epiphytic survival of this mutant. Two weeks after inoculation of six sugarcane plantlets per 
strain, the mean EES score of mutant M1116 complemented with this plasmid was 20, 
whereas the mean EES score of the mutant and the wild-type strain containing the empty 
vector (pUFR043) were 0.6 and 50, respectively. Plasmid pALB204 therefore partially 
complemented the capacity of epiphytic survival of mutant M1116. The texture of colonies of 
the complemented mutant was also slightly viscous, similar to the wild-type, whereas the 
texture of mutant M1116 containing the empty vector was dry and easily identified when 
bacteria were sub-cultured with a transfer loop.  
 
A mutant of X. albilineans producing no small NRPS molecules (including no albicidin 
toxin) is still able to survive on sugarcane leaves 
Gene albXXI (= xabA) encodes a phosphopantetheinyl transferase, an enzyme involved in 
post-translational activation of non-ribosomal peptide synthetases (NRPSs), and is required 
for albicidin biosynthesis (Huang et al. 2000; Royer et al. 2004). Mutant ΔalbXXI M8 does 
not produce the toxin albicidin and other small NRPS molecules activated by albXXI (Rott et 
 
                                                                                                                                                      Résultats 
73 
al., 2011). Two weeks after inoculation of the sugarcane plantlets, mean EES scores of this 
mutant and EES of wild-type were identical (Table 3). 
 
The rpf gene cluster is involved in survival of X. albilineans on sugarcane leaves 
The mean EES score of ΔrpfF mutant M7, which  no longer produces the diffusible signal 
factor (DSF) involved in quorum sensing (Rott et al., 2013) was 50, which was not 
significantly different from the mean EES score of the wild-type parental strain of 57 (Table 
3). Similarly, mean EES scores of ΔrpfC and ΔrpfG (which are defective in DSF receptor 
proteins) were also not significantly different from the mean EES score of XaFL07-1 (Table 
3). However, the mean EES of the triple mutant ΔrpfGCF M15, which lacks simultaneously 
rpfF, rpfG and rpfC, was significantly lower than mean EES of the wild-type strain: scoring 
35 vs. 57, respectively.  Mutant ΔrpfGCF also produced visibly less biofilm than the wild-
type strain (data not shown).  
Plasmid pPR017Met, harboring wild-type genes rpfGCF (Rott et al., 2013), was 
introduced into mutant ΔrpfGCF M15 and tested for capacity to restore epiphytic survival. In 
a first experiment, EES score of the complemented mutant (ΔrpfGCF M15 + pPR017Met) 
was similar to the wild-type strain containing the empty vector (pUFR047) for three out of six 
inoculated plantlets. In a second experiment, EES score of the complemented mutant was 
similar to the wild-type strain containing pUFR047 for each of six inoculated plantlets (Fig. 
5). Plasmid pPR017Met therefore fully restored capacity of epiphytic survival of mutant 
ΔrpfGCF M15 on most inoculated sugarcane plantlets. Plasmid pPR017Met also restored and 
even increased biofilm production of mutant ΔrpfGCF, as measured by intensity of crystal 
violet coloration (Fig. 6). No significant differences in growth in liquid media was observed 
between the wild-type strain containing empty vector pUFR047, mutant ΔrpfGCF containing 
empty vector pUFR047 and mutant ΔrpfGCF containing complementing plasmid pPR017Met 
(Fig. 7). 
 
DISCUSSION AND CONCLUSION 
Bacterial surface components such as polysaccharides play a crucial role in epiphytic survival 
of aerially disseminated pathogens (Bogino et al., 2013; Li and Wang, 2012; Rigano et al., 
2007), including X. albilineans as demonstrated here. The six different polysaccharide 
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deficient mutants of the leaf scald pathogen were all greatly impaired in capacity to survive on 
sugarcane leaves, whether the mutations were monofunctional (involved in EPS or LPS 
biosynthesis) or bifunctional (involved in EPS and LPS biosynthesis). In numerous bacteria, 
EPSs are released as an extracellular slime. Because of their highly hydrated and anionic 
consistency, EPSs help in maintaining a hydrated microenvironment surrounding the bacteria, 
protecting them from desiccation and thus increasing their survival (Chang et al., 2007). 
Xanthomonas species are known to produce a characteristic EPS called xanthan gum which is 
encoded by the gum gene cluster (gumB to gumM) (Vorhölter et al., 2008). A gumB mutant 
strain (defective in EPS synthesis) of X. axonopodis pv. citri is unable to form structured 
biofilms, and shows compromised survival on leaf surfaces (Rigano et al., 2007). A gumD 
mutant of the same pathogen, which is also altered in EPS production, displayed impaired 
survival under oxidative stress during stationary phase as well as impaired epiphytic survival 
on citrus leaves (Dunger et al., 2007).  
Xanthan gum is found in almost all Xanthomonas species isolated from plants (Gumus 
et al., 2010); however, it is not found in X. albilineans. X. albilineans is non mucoid in culture 
and all gum genes are absent from its genome (Pieretti et al., 2009 and 2012). Nevertheless, X. 
albilineans possesses genes xanA, xanB, pgi, galU and ugd which direct xanthan gum 
precursor biosynthesis, and in planta production of a xanthan-like exopolysaccharide by X. 
albilineans has been reported (Blanch et al., 2008). Therefore, the chemical nature of the EPS 
involved in epiphytic survival and produced by X. albilineans remains to be determined.   
Among the six surface polysaccharide mutants impaired in epiphytic survival on 
sugarcane leaves, four mutants reported herein are predicted to encode lipopolysaccharide 
(LPS). LPS is the major polysaccharide component on the cell surface of Gram-negative 
bacteria and is essential for protecting the cell from hostile environments (Newman et al., 
2001). In plant pathogenic bacteria, LPS is an important virulence factor that has been 
increasingly recognized as a major Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMP) factor 
(Desaki et al., 2006; Dow et al., 2000; Keshavarzi et al., 2004). Involvement of LPS in 
biofilm formation and pathogenicity has been demonstrated in animal, human and recently 
also in plant pathogenic bacteria (Kingsley et al., 1993; Lau et al., 2009; Li and Wang, 2011b 
and 2012; Yethon et al., 2000). For example, in Xanthomonas axonopodis pv. citri, LPS has 
been shown to play a role in biofilm formation and in epiphytic survival (Li and Wang, 2011b 
and 2012). Furthermore, a X. campestris pv. campestris mutant altered in LPS synthesis is 
strongly affected in its capacity to colonize hydathodes (Hugouvieux et al., 1998). The precise 
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role of LPS and EPS in survival of X. albilineans on sugarcane leaves, as well as in virulence 
in a broad sense, needs further investigation, especially since LPS genes show great variation 
among strains of the sugarcane leaf scald pathogen (Pieretti et al., unpublished data).  
Surprisingly, and in contrast to other xanthomonads defective in surface 
polysaccharide production such as EPS xanthan or LPS (for example, Guo et al., 2010; Li and 
Wang, 2011b; Rigano et al., 2007), mutants of X. albilineans missing surface polysaccharides 
always produced more biofilm than the wild-type strain. Strong attachment of surface 
polysaccharide mutants to abiotic surfaces does not reflect the phenotype observed on the 
sugarcane phyllosphere. X. albilineans may employ different mechanisms to adhere to these 
two types of surfaces. The genome of this pathogen contains genes that encode fimbrial and 
non-fimbrial adhesion proteins that could be involved in attachment to inert surfaces (Pieretti 
et al., 2012). 
Enhanced attachment to abiotic surfaces compared to the wild-type was reported for 
LPS mutants of E. coli, and this phenomenon was attributed to strong cell surface 
hydrophobicity (Nakao et al., 2012). Furthermore, absence of LPS or EPS may allow other 
molecules present on the cell surface to be exposed and favor aggregation of bacteria (Bogino 
et al., 2013). The increased biofilm formation of polysaccharide mutants of X. albilineans 
might also be a stress response related to increased vulnerability of mutated bacterial cells. 
Mutant M1116 accumulated more inclusion bodies with PHB than the wild-type parental 
strain and PHB, which are intracellular energy and storage compounds, are known to be 
produced under nutrient unbalanced condition or otherwise stressful conditions (Kadouri et 
al., 2003; Wang and Yu, 2007).   
Interestingly, small molecules produced by NRPSs do not seem to be involved in the 
epiphytic survival of X. albilineans or adhesion to the leaf. Microbial biosurfactants are 
surface active metabolites synthesized by NRPS enzymes (Das et al., 2008). Three NRPS 
genes are essential for cyclic lipopeptide (CLP) antibiotic synthesis in Pseudomonas 
fluorescens, and CLP production plays a key role in biofilm formation in this bacterial species 
(de Bruijn et al., 2007). The genome of X. albilineans contains several NRPS genes, including 
those involved in the biosynthesis of the phytotoxin and antibiotic albicidin (Pieretti et al., 
2009 and 2012). Therefore, if not involved in adhesion, NRPS synthesized molecules of X. 
albilineans, such as those belonging to the albicidin family, may play an essential role in the 
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capacity of this pathogen to colonize the phyllosphere, and to progress within an environment 
polluted by other leaf colonizing bacteria (Birch, 2001). 
Biofilm development and the interactions between plants and the colonizing bacteria 
often require a cell-to-cell crosstalk mechanism among the bacteria known as quorum-
sensing. It has been shown that quorum-sensing plays a pivotal role in epiphytic survival of 
several phytopathogenic bacteria including Pseudomonas syringae pv. syringae, X. 
axonopodis pv. citri and X. campestris pv. campestris (Dow et al., 2003; Guo et al., 2012; He 
et al., 2006; Poplawsky and Chun, 1998; Poplawsky et al., 1998; Quinones et al., 2004 and 
2005). Quorum-sensing is adopted by these pathogens to coordinate and regulate the 
expression of virulence factors, including those required for phyllosphere colonization (i.e. 
biofilm formation and dispersal, EPS production, motility and chemotaxis).  
Quorum sensing involving DSF regulates the production of several pathogenicity 
factors in xanthomonads (Ryan and Dow, 2011). In X. albilineans strain XaFL07-1, DSF 
appears to play a limited role in pathogenicity (Rott et al., 2013). In contrast, the DSF 
receptor proteins are involved in control of swimming motility and spread of XaFL07-1 in the 
sugarcane stalk (Rott et al., 2013). Similarly, absence of DSF production did not impair the 
capacity of X. albilineans to survive on sugarcane leaves. However, when the DSF synthase 
and the receptor genes were all deleted in a single mutant, the pathogen was affected in 
capacity to survive on sugarcane leaves. Whether the rpf genes control biofilm production or 
other mechanisms involved in surface attachment of X. albilineans remains to be deciphered. 
In X. axonopodis subsp. citri, rpfF, rpfC and rpfG control a core group of genes but also 
unique genes, suggesting broader roles in gene regulation other than transduction of DSF 
signals (Guo et al., 2012). A similar phenomenon may occur in X. albilineans.    
To conclude, surface polysaccharides were found to be crucial for establishment of X. 
albilineans on sugarcane leaves. Since these genes are also essential for in planta 
multiplication and invasion (Rott et al., 2011), polysaccharides may be potential targets for 
screening antimicrobial compounds for leaf scald control. Although probably not as essential, 
the DSF quorum sensing system also contributes to successful and optimum pathogenicity by 
X. albilineans of sugarcane.  
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Bacterial strains, plasmids and culture conditions 
Main characteristics of bacterial strains and plasmids used in this study are described in Table 
1. Xanthomonas albilineans strains were cultured routinely at 28°C on modified Wilbrink’s 
(MW) agar medium containing sucrose (10 g), peptone (5 g), K2HPO4-3H2O (0.50 g), 
MgSO4-7H2O (0.25 g), Na2SO3 (0.05 g), agar (15 g), distilled water (1 l), pH 6.8-7.0 (Davis et 
al., 1994). Derivatives of strain XaFL07-1 (from Florida) were produced and cultured on the 
same medium supplemented with appropriate antibiotics as described below. All strains and 
mutants of X. albilineans were stored at -80°C as turbid water suspensions and retrieved 
before plantlet inoculation by plating on MW agar medium supplemented with appropriate 
antibiotics. Escherichia coli strains were grown on Luria-Bertani (LB) agar or in LB broth at 
37°C, and were used and stored according to standard protocols (Sambrook et al., 1989). 
Antibiotics were used at the following concentrations: ampicillin 50 µg ml-1, gentamicin 3 µg 
ml-1, and kanamycin 20 or 50 µg ml-1 for X. albilineans and E. coli strains, respectively. 
 
Epiphytic survival bioassay 
Tissue-cultured plantlets of sugarcane cultivar CP68-1026 exhibiting 2-4 fully expanded 
leaves were immersed for 30-40 seconds in a suspension of X. albilineans at 107 CFU/mL 
sterile distilled water. After immersion, plantlets were placed in 200 mm x 20 mm test tubes 
containing an appropriate nutritive medium (Rott and Chagvardieff, 1984), and incubated in a 
growth chamber at 28°C with 12 h of light. Two weeks after inoculation, the upper and lower 
surfaces of leaves were imprinted on WSD selective medium (Davis et al., 1994). The plates 
were examined for the presence or absence of bacterial colonies of X. albilineans after 5 days 
of incubation at 28°C.  
Epiphytic survival was estimated by using a scale ranging from 0 to 6, where 0 = no 
colonies in the leaf imprint, 1 = 1 to 50 colonies in the leaf imprint, 2 = more than 50 colonies 
and no confluent growth of bacteria in the leaf imprint, 3 = confluent growth of bacteria less 
than 10% of the leaf imprint, 4 = confluent growth of bacteria in 10-40% of the leaf imprint, 5 
= confluent growth of bacteria in 41-80% of the leaf imprint, 6 = confluent growth of bacteria 
in 81-100% of the leaf imprint. Extent of epiphytic survival (EES) was expressed as EES = 
100 [(1 x N1 + 2 x N2 + 3 x N3 + 4 x N4 + 5 x N5 + 6 x N6)/(6 x NT)], where Ni  = number of the 
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leaf surfaces with score i and NT = total number of leaf surfaces per plantlet (Fleites et al., 
2013). 
Plantlets were inoculated with all strains of X. albilineans listed in Table 1 and sterile 
distilled water as control. In each experiment, six plantlets were inoculated per strain and 
randomly distributed in the growth chamber. Experiments were performed independently at 
least two times. 
 
Biofilm formation assay   
To analyze the role of genes involved in epiphytic survival on biofilm formation, we 
performed a colorimetric assay using crystal violet staining of biofilm. X. albilineans strain 
XaFL07-1 and mutants affected in epiphytic survival (polysaccharide mutants and mutant 
ΔrpfGCF M15) were each grown in MW medium at 28°C to mid-exponential growth phase 
(optical density at 600 nm = 0.3-0.4). Bacteria (300 µl at 109 CFU/mL) were then inoculated 
into 10 ml glass vials containing 3 ml of MW liquid medium supplemented with 5g/l of yeast 
extract. Stationary cultures (5 replications per strain) were incubated at 30°C for 14 days. 
Then, liquid cultures were eliminated from vials and remaining biofilm adherent to the glass 
was stained with 3 ml of a 1% (wt/vol) crystal violet solution. After 15 min of incubation, 
crystal violet solution was discarded and vials were gently rinsed by addition of 10 ml 
distilled sterile water three times. Vials were examined visually for the presence of a crystal-
violet-stained ring which was indicative of biofilm formation on the walls of the vials. The 
crystal violet in each vial was then solubilized by adding 3 ml of ethanol (70%). The biofilm 
cell-associated dye was measured by absorption at 570 nm using a biophotometer.  
 
In vitro growth of Xanthomonas albilineans  
The growth curves of X. albilineans XaFL07-1 and mutants of this strain were determined 
with 50-ml Corning® tubes containing 10 ml of either MW medium or minimal medium 
(MM). This later medium contained sucrose (10 g), L-methionine (0.1 g), K2HPO4-3H2O (3 
g), NaH2PO4 (1 g), NH4Cl (1 g), MgSO4-7H2O (0.3 g), distilled water (1 L), pH 6.8-7.0 
(Birch and Patil 1985). Four tubes per strain were inoculated with 100 µl of a bacterial 
suspension at 109 CFU/mL of sterile distilled water and incubated at 28°C on an orbital 
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shaker at 150 rpm. Culture samples of 100 µl were taken from each tube every day for 6-8 
days and OD600 of bacterial suspensions was measured using a biophotometer. 
 
Complementation of rmd mutant M1116 of Xanthomonas albilineans  
Plasmid pALB204 harbouring gene rmd of X. albilineans was retrieved from the cosmid 
library of strain Xa23R1 (Rott et al., 1996). The DNA insert carried by this plasmid 
corresponds to genome positions 3,198,858  to 3,232,397 of the genome sequence of X. 
albilineans GPE PC73 that was fully sequenced (Pieretti et al., 2009). DNA transfer of 
pALB204 (or empty shuttle vector pUFR043) between E. coli donor and recipient wild-type 
strain or mutant M1116 of X. albilineans (rmd::Tn5 derivative of strain XaFL07-1) was 
accomplished by triparental transconjugation with plasmid pRK2073 as the helper, as 
described by Rott et al. (1996). 
 
Complementation of rpf mutant ΔrpfGCF M15 
Plasmid pPR017Met harbouring wild-type genes rpfGCF was produced and transferred by 
electroporation into rpf mutant ΔrpfGCF M15 as described by Rott et al. (2013). Plasmid 
vector pUFR047 was used as a negative control. 
  
Transmission electron microscopy 
Bacteria that grew for 2-3 days on Wilbrink’s medium were fixed in a 4% glutaraldehyde, 
0.1M cacodylate buffer (pH 7.2), postfixed in 1% osmium tetroxyde, dehydrated using a 
series of acetone washes, and embedded in TAAB 812 epon resin. Ultrathin sections (60 nm) 
were mounted on collodion carbon-coated copper grids, contrasted using uranyl acetate and 
lead citrate, and examined at 80 kV with a transmission electron microscope (Jeol 100CX II). 
 
Statistical analysis 
Analyses of variance and statistical comparisons of biofilm and epiphytic survival means 
were performed using the statistical software package R, version 2.14.1 (R Development Core 
Team, 2011). Multiple comparisons of means were carried out with Tukey's Honest 
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Significant Difference method (Miller, 1981) using the function TukeyHSD of the standard R 
package stats. 
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Fig. 1. Growth of Xanthomonas albilineans XaFL07-1 in imprints of sugarcane leaves on selective 
medium two weeks after immersion of leaves in a bacterial suspension at 1 x 10 CFU/mL. A: Upper 
leaf surface, B: Lower leaf surface. 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Formation of biofilm in vitro by wild-type strain XaFL07-1 and six polysaccharide mutants 
(M427, M448, M541, M903, M967, M1116) of Xanthomonas albilineans. Biofilm attached to the 
glass tubes was stained with crystal violet after 14 days of stationary culture in modified Wilbrink 
medium at 28°C. Data below tubes refer to the mean amount of crystal violet that stayed on tube sides. 
Values are the means of two independent experiments with five replicates per strain and experiment. 
Values followed by the same letter are not significantly different according to the test of Tukey (P < 
0.05). 
 
 
 
A
B
0.71 a 4.07 d2.52 c3.86 d3.91 d1.53 a,b 1.63 b
 
                                                                                                                                                      Résultats 
90 
 
 
 
 
Fig. 3. Growth of Xanthomonas albilineans XaFL07-1 (Wild type) and six polysaccharide mutants 
(M427, M448, M541, M903, M967, M1116) in modified Wilbrink’s liquid medium (A) and in liquid 
minimal medium (B). Growth measured for 6-8 days after inoculation of each medium is expressed as 
OD 600 nm, and each point represents the mean of four different tubes per strain. Bars represent 
standard deviation. 
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Fig. 4. Cells of Xanthomonas albilineans observed by transmission electron microscopy (TEM). A: 
XaFL07-1 wild-type strain; B: Mutant M1116 (gene rmd) deficient in surface polysaccharide 
production. Arrows indicate inclusion bodies with poly-β-hydroxybutyrate. Bars = 100 nm. 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5. Growth of Xanthomonas albilineans on selective medium after imprinting sugarcane leaves 
(upper and lower surfaces), two weeks after immersion of leaves in a bacterial suspension at 1 x 107 
CFU/mL. A: XaFL07-1 + pUFR047 (wild-type strain XaFL07-1 containing pUFR047); B: ΔrpfGCF 
M15 + pUFR047 (quorum sensing mutant ΔrpfGCF M15 containing empty shuttle vector pUFR047); 
C: ΔrpfGCF M15 + pPR017met (mutant ΔrpfGCF M15 containing complementing plasmid 
pPR017Met). 
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Fig. 6. Formation of biofilm in vitro by Xanthomonas albilineans strain XaFL07-1 containing empty 
shuttle vector pUFR047 (A), quorum sensing mutant ΔrpfGCF M15 containing pUFR047 (B), and 
mutant ΔrpfGCF M15 complemented with plasmid pPR017Met (C). Biofilm attached to the glass 
tubes was stained with crystal violet after 14 days of stationary culture in modified Wilbrink medium 
+ 5 g/l yeast extract at 28°C. Data below tubes refer to the mean amount of crystal violet that stayed 
on tube sides. Values are the means of two independent experiments with five replicates per strain and 
experiment. Values followed by the same letter are not significantly different according to the test of 
Tukey (P < 0.05).  
 
 
 
Fig. 7. Growth of Xanthomonas albilineans and quorum sensing mutant ΔrpfGCF M15 (with empty 
vector pUFR047 or complementing plasmid pUFR017Met) in modified Wilbrink’s liquid medium 
(MW) and in liquid minimal medium (MM). Growth measured for 8 days after inoculation of each 
medium is expressed as OD 600 nm, and each point represents the mean of four different tubes per 
strain. Bars represent standard deviation. 
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Table 1 Plasmids and bacterial strains used in this study. 
Plasmid/strain 
 
Relevant characteristics* Reference/source 
Plasmids 
 
  
   pALB204 pUFR043 containing a 33-kb insert from Xa23R1 
including rmd gene, Gmr, Knr 
 
Rott et al. (1996) 
   pUFR043 IncW Mob1 LacZa Gmr Nmr Cos De Feyter and 
Gabriel (1991) 
   
   pUFR047 IncW, Mob+, lacZα+, Par+, Gmr, Ampr De Feyter et al. 
(1993) 
   
   pPR017 18.3 kb; 9.7 kb BamHI digested rpfB-prfB fragment 
from pPYOAAB9CC10 cloned into pUFR047, 
Gmr, Ampr 
 
Rott et al. (2013) 
   pPR017Met pPR017 transformed into chemically competent 
cells of E. coli containing pY0AAB27CH12, Cmr 
Rott et al. (2013) 
   
Escherichia coli strains 
 
  
   DH5α F-, endA1, hsdR17(rk-,mk+), supE44, λ-thi-1, 
recA1, gyrA96, relA1, phoA, Φ80lacZΔM15, 
Δ(lacZYA-argF)U169 
 
Gibco-BRL 
   DH5α pRK2073 E. coli containing pRK2013 derivative, Kms 
(npt::Tn7) Spr Tra1, helper plasmid 
 
Leong et al. (1982) 
 
Xanthomonas albilineans strains 
 
  
   GPE PC73 Wild-type strain from Guadeloupe 
 
Pieretti et al. (2009) 
   XaFL07-1 Wild-type strain from Florida 
 
Rott et al. (2011) 
Xanthomonas  albilineans 
derivatives 
 
  
   M427 xanB::Tn5 derivative of strain XaFL07-1, defective 
in biosynthesis of surface polysaccharides, Knr 
 
Rott et al. (2011) 
   M448 Glycosyl transferase of the galU operon::Tn5 
derivative of strain XaFL07-1, defective in 
biosynthesis of surface polysaccharides, Knr 
 
Rott et al. 
(unpublished)  
   M541 ABC transporter ATP adhesion protein::Tn5 
derivative of strain XaFL07-1, defective in 
biosynthesis of surface polysaccharides, Knr 
 
Rott et al. 
(unpublished) 
   M903 XALc_2705::Tn5 derivative of strain XaFL07-1, 
defective in biosynthesis of surface 
polysaccharides, Knr 
 
Rott et al. (2011) 
   M967 gmd::Tn5 derivative of strain XaFL07-1, defective 
in biosynthesis of surface polysaccharides, Knr 
 
Rott et al. (2011) 
   M1116 rmd::Tn5 derivative of strain XaFL07-1, defective 
in biosynthesis of surface polysaccharides, Knr 
Rott et al. (2011) 
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   ΔalbXXI M8 ΔalbXXI, defective in production of albicidin and 
other Non Ribosomal Peptide Synthetase (NRPS) 
molecules 
 
Rott et al. (2011) 
   ΔrpfF M7 ΔrpfF, defective in production of diffusible signal 
factor (DSF) 
 
Rott et al. (2013) 
   ΔrpfG M6 ΔrpfG, defective in DSF receptor protein RpfG 
 
Rott et al. (2013)
   ΔrpfC M29 ΔrpfC, defective in DSF receptor protein RpfC 
 
Rott et al. (2013)
    rpfGCF M15 ΔrpfF, ΔrpfG, ΔrpfC, defective in DSF production 
and receptor proteins RpfG and RpfC 
Rott et al. (2013)
* Gmr, Nmr, Ampr, Cmr, Spr, Knr indicate resistance to gentamycin, neomycin, ampicillin, 
chlroramphenicol, spectinomycin, and kanamycin, respectively. 
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Table 2 Survival on sugarcane leaves of six mutants of surface polysaccharides of 
Xanthomonas albilineans strain XaFL07-1. 
Strain of X. albilineans Extent of epiphytic survival (EES)* 
XaFL07-1 (wild-type) 50 b 
M427  2 a 
M448 4 a 
M541 5 a 
M903 3 a 
M967 2 a 
M1116 0.5 a 
 
*on a 0-100 scale (see materials and methods); EES data are the means of 18 sugarcane 
plantlets per strain and 2-4 leaves per plantlet (data from three independent experiments were 
combined); values followed by the same letter are not significantly different according to the 
test of Tukey (P < 0.05).  
 
 
Table 3 Survival on sugarcane leaves of one mutant of small NRPS molecules and four 
mutants of quorum sensing of Xanthomonas albilineans strain XaFL07-1. 
Strain of X. albilineans Extent of epiphytic survival (EES)* 
XaFL07-1 (wild-type) 57 b 
ΔalbXXI M8 57 b 
ΔrpfF M7  50 a,b 
ΔrpfG M6 62 b 
ΔrpfC M29 63 b 
ΔrpfGCF M15 35 a 
 
*on a 0-100 scale (see materials and methods); EES data are the means of 18 sugarcane 
plantlets per strain and 2-4 leaves per plantlet (data from three different experiments were 
combined); values followed by the same letter are not significantly different according to the 
test of Tukey (P < 0.05).  
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Partie 2 : REDÉFINITION DE LA LOCALISATION DE XANTHOMONAS 
ALBILINEANS DANS LES TISSUS DE LA CANNE À SUCRE 
 
Dans les tissus de la plante, les bactéries phytopathogènes se multiplient localement 
dans les espaces intercellulaires du mésophylle encore appelés apoplaste, et/ou dans les 
faisceaux vasculaires (xylème ou phloème). Ces tissus représentent, cependant, un vrai champ 
de bataille dans lequel les bactéries endophytes doivent faire face à une panoplie de 
mécanismes de défenses complexes, variés et souvent efficaces pour stopper la maladie. Afin 
d’induire la maladie, les bactéries phytopathogènes ont développé des stratégies sophistiquées 
pour manipuler les processus clés ayant lieu dans la cellule eucaryote, ce qui leur permet de 
tirer profit du menu exceptionnel qu’offre la cellule de l’hôte. En se basant sur leurs 
caractéristiques génomiques et sur leurs modes de nutrition, les bactéries phytopathogènes ont 
été classées en deux groupes : (i) les entérobactéries responsables des pourritures molles (D. 
dadantii et Pectobacterium spp.) sont nommées les "brute force pathogens" (agents 
pathogènes de forces brutes), alors que (ii) d’autres bactéries comme les pathovars de P. 
syringae, les Xanthomonas et R. solanacearum (responsables de taches foliaires, de nécroses 
ou de flétrissement) sont appelées les "stealth pathogens" (agents pathogènes furtifs) (Alfano 
et Collmer, 1996 ; Davidsson et al., 2013 ; Collmer et al., 2009 ; Rico et al., 2009). 
 Afin d’acquérir les nutriments et de causer la maladie, la stratégie majeure déployée 
par les "brute force pathogens" est de dégrader les parois cellulaires. Ces bactéries sécrètent 
donc dans le milieu extracellulaire un large arsenal enzymatique de dégradation de la paroi 
végétale via le système de sécrétion de type 2 (Charkowski et al., 2012 ; Toth et al., 2003). 
Quant aux "stealth pathogens", la stratégie centrale qu’ils emploient est de moduler finement 
les fonctions biologiques de la cellule eucaryote, et notamment les défenses immunitaires 
mises en place par l’hôte (Grant et al., 2006 ; Poueymiro et Genin, 2009). Cette stratégie 
repose essentiellement sur la sécrétion d’une multitude de protéines effectrices qui sont 
injectées directement dans le cytosol de la cellule eucaryote via le système de sécrétion de 
type 3 Hrp. Toutefois, certaines bactéries phytopathogènes comme Xylella fastidiosa (une 
bactérie polyphage) et Leifsonia xyli subsp. xyli (agent causal du rabougrissement des 
repousses de la canne à sucre) constituent des exceptions car elles ne peuvent être classées ni 
dans le groupe des "brute force pathogens", ni dans celui des "stealth pathogens". En effet, ces 
bactéries ne causent pas les symptômes de pourritures, ne possèdent pas non plus un large 
arsenal enzymatique de dégradation de la paroi végétale et sont aussi dépourvues du SST3 
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Hrp (Monteiro-Vitorello et al., 2004 ; Simpson et al., 2000). De plus, contrairement à la 
majorité des bactéries phytopathogènes qui peuvent coloniser plusieurs niches écologiques (la 
phyllosphère, les graines, les racines, les tissus de la plante), Xylella fastidiosa et L. xyli 
subsp. xyli sont exclusivement limitées aux vaisseaux du xylème de leur plante hôte (Bové et 
Granier, 2002 ; Purcell et Hopkins, 1996). Cette adaptation spécifique est souvent justifiée par 
le fait que ces bactéries ont un génome réduit (2,6 Mb pour L. xyli subsp. xyli et 2,7 Mb pour 
Xylella fastidiosa) (Monteiro-Vitorello et al., 2004 ; Lindeberg, 2012 ; Simpson et al., 2000).  
Comme Xylella fastidiosa et L. xyli subsp. xyli, l’agent causal de l’échaudure des 
feuilles de la canne à sucre, X. albilineans a subi au cours de sa spéciation une érosion de son 
génome. De plus, contrairement à la majorité des bactéries phytopathogènes (y compris les 
Xanthomonas), cette espèce bactérienne est aussi dépourvue du SST3 Hrp (Pieretti et al., 
2009 et 2012). Les symptômes causés par X. albilineans varient d’une simple ligne blanche à 
des blanchiments et des nécroses sévères des feuilles infectées, et peuvent conduire 
finalement à la mort de la plante. Bien que la bactérie induise des changements au niveau des 
cellules du chlorenchyme (parenchyme chlorophyllien), X. albilineans a été considérée 
jusqu’à très récemment comme une bactérie limitée au xylème de la canne à sucre (Birch, 
2001). Cependant, des résultats récents de la littérature suggèrent que cet agent pathogène est 
capable d’envahir d’autres tissus que le xylème foliaire  (Legaz et al., 2011). Afin de vérifier 
la localisation exacte de X. albilineans in planta et d’élucider le rôle de certains gènes 
candidats de pathogénie dans le processus de colonisation des tissus, des plants de canne à 
sucre ont été inoculées avec deux souches sauvages (XaFL07-1 et GPE PC73) et douze 
mutants de X. albilineans (Tableau 11) marqués à la protéine fluorescente verte (gfp). Trois 
approches différentes ont ensuite été utilisées pour préciser la localisation de X. albilineans 
dans les tissus de la canne : (i) la microscopie confocale pour observer les bactéries marquées 
à la gfp, (ii) l’immunocytochimie et (iii) la microscopie électronique à transmission (MET). 
Les résultats obtenus au cours de cette étude ont été valorisés sous la forme d’un article 
soumis le 19 juillet 2013 à la revue Open Biology :  
Mensi I, Vernerey M-S, Gargani D, Nicole M, et Rott P « Breaking dogmas : the plant 
pathogen Xanthomonas albilineans is able to invade non-vascular tissues despite its reduced 
genome ». 
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1. Summary  
Xanthomonas albilineans, the causal agent of sugarcane leaf scald, is missing the Hrp type III 
secretion system that is used by many Gram-negative bacteria to colonize their host. Up until 
now, this pathogen was considered as strictly limited to the xylem of sugarcane. We used 
confocal laser scanning microscopy, immunocytochemistry, and transmission electron 
microscopy to investigate the localization of X. albilineans in diseased sugarcane. Sugarcane 
plants were inoculated with strains of the pathogen labeled with a green fluorescent protein. 
Confocal microscopy observations of symptomatic leaves confirmed the presence of the 
pathogen in the protoxylem and metaxylem, however, X. albilineans was also observed in 
phloem, parenchyma and bulliform cells of the infected leaves. Similarly, vascular bundles of 
infected sugarcane stalks were invaded by X. albilineans. Surprisingly, the pathogen was also 
observed in apparently intact storage cells of the stalk and in intercellular spaces between 
these cells. Most of these observations made by confocal microscopy were confirmed by 
transmission electron microscopy. The pathogen exits the xylem following cell wall and 
middle lamellae degradation, thus creating openings to reach parenchyma cells. This is the 
first description of a plant pathogenic vascular bacterium invading apparently intact non-
vascular plant tissues and multiplying in parenchyma cells.  
 
Key index words: Xanthomonas albilineans, confocal laser scanning microscopy, 
cytochemistry, transmission electron microscopy, non-vascular plant tissue. 
 
2. Introduction  
A major sophisticated strategy employed by successful bacterial pathogens is to assault key 
intracellular host processes to exploit the attractive nutritional menu provided by their 
eukaryotic hosts, and to evade or suppress host defenses. To achieve this goal, numerous 
Gram-negative plant and animal pathogenic bacteria rely on a specialized type III secretion 
system (T3SS) to inject virulence proteins or effectors directly into the cytosol of host cells, 
and thus allows manipulation of a variety of host cellular processes to their own benefit [1, 2, 
3].  
In contrast to most Gram-negative pathogenic bacteria, Xanthomonas albilineans, the 
causal agent of sugarcane leaf scald, does not possesses a Hypersensitive response and 
pathogenicity (Hrp) T3SS [4]. Additionally, this particular species of the Xanthomonas genus 
has a reduced genome (3.8 Mb) in comparison with the other sequenced plant pathogenic 
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xanthomonads [4, 5]. Bacteria with reduced genomes have often been associated with a high 
degree of niche specialization and restriction to specific tissues in their hosts [6, 7, 8, 9]. Like 
X. albilineans, Leifsonia xyli subsp. xyli (the causal agent of ratoon stunting disease of 
sugarcane), Xylella fastidiosa (the causal agent of a lethal disease in numerous hosts) and 
Ralstonia syzygii (the causal agent of Sumatra disease of cloves) have experienced a reduction 
in genome size during their speciation (2.6 Mb, 2.7 Mb and 3.6 Mb, respectively) [10, 11, 12]. 
These latter three pathogens are known as fastidious xylem-limited bacteria (XLB) that live 
exclusively in xylem vessels or tracheary elements [8, 13, 14, 15].  
The genome of Candidatus Liberibacter asiaticus (causal agent of citrus huanglongbing) 
is typical of drastically reduced genomes (1.2 Mb, the smallest genome of all sequenced 
pathogenic bacteria) [16, 17], and this pathogen is strictly adapted to sieve cells of phloem 
vessels [18, 19] and salivary glands of citrus psyllids [20], natural vectors of the pathogen. 
Furthermore, phytoplasmas which are wall-less plant pathogenic bacteria from the class of 
Mollicutes, are limited to the nutrient-rich phloem [21] and are characterized by genome 
downsizing (0.5-1.3 Mb) [22]. 
Xanthomonas albilineans generates various leaf and stalk symptoms during disease 
progress [23, 24]. This pathogen causes the appearance of white, narrow, sharply defined leaf 
stripes to complete wilting and necrosis of infected leaves, leading to plant death. Up to now, 
X. albilineans was considered as a xylem-limited pathogen based on cytological observations 
of the pathogen in infected leaf tissues [25, 26]. Even if leaf scald symptoms result from 
changes in the chlorenchyma cells, X. albilineans was considered as constrained within the 
xylem [26]. However, other observations suggested that, in contrast to L. xyli subsp. xyli, X. 
albilineans is not limited to the xylem but is also present in surrounding tissues. In 1932, 
Martin et al. [27] reported that, in the stalk of susceptible plants, the pathogen spreads within 
the xylem, dissolves the cells surrounding the annular vessels of the bundles and thus leads to 
the formation of lysigenic cavities. Additionally, when imprints of sugarcane stalks infected 
by X. albilineans are made on selective medium, growth of the pathogen is observed on the 
entire imprint area and not only in the vascular areas (ESM figure 1). Similarly, when infected 
stalks are used for stalk blot immunoassays, the entire section shows a positive reaction, in 
contrast to stalks infected by L. xyli subsp. xyli that show only a positive reaction in the 
vascular bundle imprints [28].  
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Recently, observations of semi-thin sections of infected leaves treated with X. albilineans 
anti-serum suggested that the pathogen is not restricted to the xylem but is also present in the 
epidermal cuticle, epidermal cell walls, guard cells, subepidermal fibers and pericyclic fibers 
[29]. In order to elucidate the accurate location of the leaf scald pathogen in planta, we used 
herein three different techniques to visualize the bacteria in infected sugarcane tissues: i/ 
confocal microscopy with fresh material, ii/ confocal microscopy with fixed samples treated 
with X. albilineans anti-serum, and iii/ transmission electron microscopy. We demonstrate 
that X. albilineans is not only able to infect and to move within the xylem, but is also able to 
invade apparently intact parenchymatous cells, as well as other non-vascular cells, a feature 
that has not been described for any plant pathogenic bacterium so far. 
 
3. Materials and methods 
3.1. Bacterial strains and culture conditions.  
Characteristics of bacterial strains and plasmids used in this study are described in table 1. 
Bacteria were cultured routinely at 28°C on modified Wilbrink’s (MW) agar medium 
containing sucrose (10 g), peptone (5 g), K2HPO4-3H2O (0.50 g), MgSO4-7H2O (0.25 g), 
Na2SO3 (0.05 g), agar (15 g), distilled water (1 l), pH 6.8-7.0 [30]. Strains deriving from wild 
type strains XaFL07-1 (from Florida) and GPE PC73 (from Guadeloupe) were produced and 
cultured on the same medium supplemented with appropriate antibiotics as described below. 
All strains and mutants of X. albilineans were stored at -80°C as turbid water suspensions and 
retrieved before preparation of electrocompetent cells or plant inoculation by plating on MW 
agar medium supplemented with appropriate antibiotics. Escherichia coli strains were grown 
on Luria-Bertani (LB) agar or in LB broth at 37°C, and were used and stored according to 
standard protocols [31]. Antibiotics were used at the following concentrations: ampicillin 50 
µg ml-1, gentamicin 3 µg ml-1, and kanamycin 20 µg ml-1 for E. coli strains and X. albilineans 
strains. 
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3.2. Electroporation of X. albilineans with a plasmid conferring constitutive GFP 
expression.  
The KpnI/SalI fragment carrying an improved GFP cloning cassette [32] was excised from 
pUFZ75 and cloned into the same sites of pUFR047 [33] to create pUFR047-GFP (table 1). 
Plasmid pUFR047-GFP was then introduced into X. albilineans by electroporation.  
Electrocompetent X. albilineans cells were prepared from two-day-old liquid cultures as 
described by Rott et al. [34]. One to 2 µl of pUFR047-GFP was electroporated into 50 µl of 
electrocompetent cells of X. albilineans in a 0.1 cm gap cuvette at 1.8 kV, 800 Ω, and a 
capacitance of 25 µF in a GenePulser (Biorad), with a time constant of about 9.2-9.4 ms. 
Following electroporation, 1 ml of liquid MW was added to the mix and the culture was 
grown at 28°C for 4 h at 120 rpm. Then, 50-µl aliquots of cultures in liquid MW were spread 
on MW agar plates containing gentamicin at 3 µg ml-1 for selection of fluorescent colonies. In 
vitro fluorescence was confirmed by examining cells harvested from selective medium using 
fluorescent microscopy. Plasmid stability was assessed in vitro by transfer on non-selective 
medium followed by plating on media with and without selective antibiotics. Wild type 
strains XaFL07-1 and GPE PC73 and all Xanthomonas mutant strains listed in table 1 were 
tagged with GFP using pUFR047-GFP plasmid.  
3.3. Inoculation of sugarcane with X. albilineans.  
Inoculation experiments were conducted at CIRAD, Montpellier, France in a biosafety level 2 
(BSL-2) greenhouse using healthy plants derived from disease-free tissue-cultured plantlets of 
sugarcane cultivars CP68-1026, B69566, R570 and B8008 which are susceptible, moderately 
susceptible, tolerant and resistant to leaf scald, respectively. Plants were grown in individual 
6-liter pots containing a mixture of peat moss and volcanic rock (1:1, vol/vol). Inoculum of X. 
albilineans was prepared from 2-day-old agar cultures and bacterial suspensions were 
calibrated at 1 x 108 CFU ml-1 in sterile distilled water (OD600nm= 0.3-0.4 corresponding to 
approx. 1 x 109 CFU ml-1). Six to 15 sugarcane stalks with at least five internodes were 
inoculated per strain by a modified decapitation method as described by Rott et al. [34]. In 
this method, the spindle leaves on a stalk were cut off just below the third visible dewlap with 
pruning shears and 0.2-0.5 ml of inoculum was then deposited onto the cut surface.   
Wild type strains XaFL07-1-GFP and GPE PC73-GFP were both inoculated into all four 
sugarcane cultivars. All mutant strains of X. albilineans were inoculated into susceptible 
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sugarcane cultivar CP68-1026, and sugarcane plants of this cultivar were also inoculated with 
non GFP-labeled wild type strains of X. albilineans, and were used as negative control for 
GFP detection and positive control for immunolocalization assays. Inoculation of sugarcane 
plants with GFP marked wild type strains XaFL07-1 and GPE PC73 was repeated 
independently three times (June-August 2010, 2011 and 2012). Inoculation of sugarcane with 
mutant strains of X. albilineans XaFL07-1 (table 1) was performed once (June-August 2011). 
 
3.4. Localization of bacteria in planta by confocal laser scanning microscopy (CLSM). 
Emerging symptomatic and inoculated leaves (= leaves with cut extremities), were examined 
8-50 days after inoculation (figure 1a). At least five leaves from different sugarcane plants 
were examined to localize the wild type strains of X. albilineans at each sampling date. Three 
leaves were examined for each mutant strain of the pathogen (table 1). Symptomatic leaves 
that newly formed after inoculation (= uncut leaves that developed subsequently to inoculated 
cut leaves; figure 1a) were examined 30-60 days after inoculation. Stalk samples infected by 
wild type strains XaFL07-1-GFP and GPE PC73-GFP of X. albilineans were examined 1-6 
months after inoculation and were taken from above, below and at the point of inoculation 
(Internode I0 = first internode from the bottom with reduced size after inoculation) (figure 1b).  
Sugarcane leaves and stalks were collected immediately prior to sectioning and sample 
preparation. Sections of fresh leaves and stalks were hand-prepared with a razor blade or 
obtained using a vibratome (Leica VT1000S). The leaf sections were about 60 µm thick 
whereas the stalk sections were about 150-300 µm thick. Sections were then mounted on 
microscope slides in perfluorodecalin (C10F18, 90%; Acros Organics, Fisher Scientific) and 
directly examined for GFP expression with a confocal laser scanning (CLS) microscope as 
described below. When sections were to be examined directly and after immunological 
treatment, each fresh section was divided in two parts: one half was mounted on a microscope 
slide in perfluorodecalin and directly examined for GFP expression with the CLS microscope, 
and the other half was stained with antibodies raised against X. albilineans [35]. For 
immunolocalization, all solutions were prepared in phosphate buffer saline (PBS) (Na2HPO4 
10 mM, KH2PO4 1.7 mM, NaCl 136 mM, KCl 2.7 mM), pH 7.4. Sections of sugarcane leaves 
or stalks were fixed with paraformaldehyde 4% for 4 h at 4°C. After blocking in 5% bovine 
serum albumin solution (BSA) for 4 h at room temperature, sections were incubated in the 
primary antibody solution (a rabbit polyclonal antibody raised against X. albilineans diluted 
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1/800 in BSA 5%) overnight at 4°C. After washing in 0.02% Tween 20, sections were treated 
with the secondary antibody (an anti-rabbit Alexa594-conjugate; Promega) diluted 1/500 in 
5% BSA for 1 h at 37°C. After washing with PBS, sections were mounted in perfluorodecalin 
and observed with the CLS microscope. Specificity of the labeling was assessed with the 
following controls performed on sections from healthy and infected leaves and stalks: (i) 
incubation with the secondary antibody only, (ii) incubation with neither primary antibody 
(anti-X. albilineans) nor secondary antibody. 
Observations were carried out using a CLS microscope (Carl Zeiss LSM 700; Jena, 
Germany). Tissue autofluorescence, GFP and Alexa 594 were excited at 405, 488 and 555 nm 
respectively. The emission signal was collected using two different tracks. Track 1 was used 
to visualize the GFP signal (shortpass 524 nm) and the chloroplast autofluorescence (longpass 
560 nm). Track 2 was used to collect the cell wall autofluorescence (longpass 420 nm). For 
immunolocalization observations, fluorescence of Alexa 594 was detected using a 630 nm 
shortpass filter. The pictures were processed using the Carl Zeiss Confocal Software (Zen, 
http://microscopy.zeiss.com), and they are maximum intensity projections of 3D stacks.  
 
3.5. Localisation of bacteria in planta by transmission electron microscopy (TEM).  
Leaf and stalk samples (about 2 mm2) were fixed for 4 h in 4% glutaraldehyde in 0.1 M 
cacodylate buffer pH 7.2 at 4°C, and postfixed for 1 h in 1% osmium tetroxyde at 4°C in the 
dark. Samples were then dehydrated in a graded series of acetone and embedded in Epon resin 
812 (TAAB). Ultra-thin sections (60 nm) were mounted on collodion carbon-coated copper 
grids, contrasted using uranyl acetate and lead citrate, and examined at 80 kV with a 
transmission electron microcope (Jeol 100CX II).  
 
4. Results 
4.1. Xanthomonas albilineans multiplies and spreads initially in the xylem of sugarcane 
leaves 
Five-15 days post inoculation (dpi), wild type strains XaFL07-1 and GPE PC73 of X. 
albilineans expressing constitutively a green fluorescent protein (GFP) were observed by 
confocal laser scanning microscopy (CLSM) in xylem vessels (protoxylem and metaxylem) of 
sugarcane leaves of the susceptible cv. CP68-1026 (figure 2b). Accurate examination of these 
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infected vessels revealed occurrence of three major and different distributions of the 
pathogen: (i) aggregated bacterial cells that formed a thin layer of a biofilm-like structure 
along the protoxylem and/or metaxylem wall (figure 2b), (ii) large aggregates of bacteria that 
formed a thick layer along the xylem vessels, although individual bacteria still remained in the 
xylem lumen (figure 2b and ESM figure 2a), (iii) bacteria that were packed together and filled 
xylem vessels (figure 2e and ESM figure 2b). At this stage of leaf invasion, the fluorescent 
bacteria were only seen in the xylem.  
 
4.2. Xanthomonas albilineans multiplies and spreads in the xylem but also in other 
tissues of sugarcane leaves 
Unexpectedly, 20-60 dpi, wild type strains XaFL07-1 and GPE PC73 of X. albilineans were 
found in tissues other than the xylem. Bacteria were then observed in phloem cells (ESM 
figures 2c and 2f), in parenchyma sheath cells with chloroplasts (figure 2c and ESM figure 
2e), in vascular parenchyma cells (figure 2c), in sclerenchyma (ESM figure 2g) and in 
bulliform and epidermal cells (figures 2d and 2f). Bacteria were also observed in the vascular 
bundles and in non-vascular parenchyma cells in the leaf midrib (ESM figure 2d).When 
bacteria were seen in the phloem, the parenchyma sheath or in bulliform cells, adjacent xylem 
vessels were not systematically infected (ESM figure 2c). Like in protoxylem and metaxylem 
vessels, high densities of bacteria sometimes occurred in the phloem, in vascular parenchyma 
cells and in non-vascular cells.  
The same pattern of tissue colonization was also observed in the moderately susceptible 
B69566 and tolerant R570 sugarcane cultivars after inoculation with the two wild type strains 
of the pathogen (XaFL07-1 and GPE PC73) labeled with GFP. Additionally, the presence of 
X. albilineans outside of the xylem was also confirmed by immunolocalization (figure 3a) and 
by transmission electron microscopy (TEM). Furthermore, these different localizations of the 
pathogen in sugarcane leaf tissues were seen in symptomatic inoculated leaves and in 
symptomatic non-inoculated leaves that became infected after systemic infection of the 
sugarcane stalk by the pathogen. No fluorescent bacterial cells (GFP signal or after 
immunolocalization) were observed in control leaves inoculated with water (figure 2a and 
figure 3b).  
 
 
                                                                                                                                                      Résultats 
106 
4.3. Pathogenicity mutants of Xanthomonas albilineans also multiply and spread in the 
xylem and in other tissues of sugarcane leaves 
To understand the role of some candidate pathogenicity genes during invasion of sugarcane 
by X. albilineans, GFP-labeled mutant strains of X. albilineans (table 1) were localized by 
CLSM in sugarcane leaves of cv. CP68-1026 at 30-60 dpi. Similarly to the wild type strains 
of X. albilineans, the mutant strains affected in surface polysaccharide production, 
nonribosomal peptide synthetases (NRPSs) production, diffusible signal factor (DSF) 
production, the DSF sensor/regulator system, the SPI-1 type 3 secretion system and in outer 
membrane protein A synthesis were all able to invade xylem vessels, phloem, parenchyma 
and bulliform cells. However, polysaccharide mutants (4 strains) and the XaOmpA1 mutant 
were found only in leaf sections that were sampled near the cut leaf surface (leaf top) that is 
considered to be the entry point of the pathogen after decapitation of the sugarcane stalk and 
inoculation of sugarcane leaves. These latter mutants invaded only a few vascular vessels in 
comparison to the wild type strains of X. albilineans. This result was not surprising since 
these mutants are affected in the production of symptoms and in their capacity to spread in the 
sugarcane stalk [34, 36].   
 
4.4. Xanthomonas albilineans multiplies in the vascular system of sugarcane stalks but 
is not restricted to the xylem  
One and two months post inoculation (mpi), the wild type strains XaFL07-1-GFP and GPE 
PC73-GFP of X. albilineans and the mutant ΔrpfC M29-GFP were seen in xylem vessels 
(protoxylem and metaxylem) using CLSM, but also in storage parenchymatous tissue of 
sugarcane stalks of cv. CP68-1026 (figures 4 and 5). Bacteria were found in different 
internodes from I-4 (= 4th internode below I0, the first internode with reduced size that grew 
after inoculation (figure 1b), to the internode just below the apical meristem (up to I+20). 
Different patterns of tissue invasion were found in the sugarcane stalk that suggested the 
following infection process. At initial vascular invasion of the stalk through colonized 
inoculated leaves, bacterial cells grow and aggregate to form a thin layer of a biofilm-like 
structure that adheres to the metaxylem and/or protoxylem wall (figure 4b). At this invasion 
stage, individual and rod-shaped bacteria that are similar to their free-living form were also 
seen in the xylem by TEM (figure 4c). After additional growth within the xylem, bacterial 
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populations became very dense and colonized vessels were filled with bacteria (figures 4d and 
4e). A stream of bacterial cells along the xylem vessel was observed by CLSM in 
longitudinally sectioned samples (ESM figure 3b). At this stage, bacteria were densely packed 
together and their structure was different when compared to free-living cells. In plugged 
vessels, transversally sectioned bacteria showed by TEM a polygonal structure (figure 4d) 
whereas initial free-living bacteria were rod-shaped (figure 4c). Xylem vessels were also 
frequently partially or completely occluded with a matrix in which bacteria were sometimes 
seen localized (ESM figure 3a). However, these bacteria were often pale green by CLSM, 
suggesting that these bacteria were almost dead or metabolically inactive.  
As observed by TEM, vascular parenchymatous cells surrounding the invaded xylem 
vessels generally conserved their integrity and their organelles. However, in some cases, 
bacteria were viewed in these cells (figure 4e) which were then highly disorganized (no 
distinguishable organelles) and distorted (loss of turgescence) (figure 4f). Bacteria were also 
sometimes observed in phloem cells (ESM figure 3d). Infected phloem cells were not heavily 
altered and organelles were still distinguishable in these cells. However, when compared with 
the extent of xylem tissue colonization, the phloem elements were rarely seen invaded by the 
pathogen. Bacteria also occurred in the intercellular spaces between the xylem and the 
vascular parenchymatous cells (ESM figure 3e). Vascular bundles neighboring infected ones 
were often not colonized by the bacteria and their morphology and organization appeared 
similar to healthy vascular bundles.  
 
4.5. Xanthomonas albilineans multiplies in the storage tissue of sugarcane stalks 
Unexpectedly, cells of X. albilineans were also found by CLSM outside the vascular bundles. 
Bacteria were seen inside storage parenchymatous cells which are located between the 
vascular bundles. Bacteria occupied initially the cytoplasm of these cells (figure 5a), and then 
invaded the entire area of the cell, most likely by dissolving the tonoplast (figure 5b and ESM 
figures 4a and 4b). Bacteria were also found within the intercellular spaces of the storage 
parenchyma where populations were sometimes very dense as highlighted by a strong GFP 
signal (figure 5c and ESM figure 4c). In parenchymatous cells starting to be invaded by the 
pathogen, bacterial cells were only observed along the cell wall facing intercellular spaces, 
suggesting that the pathogen enters the plant cell at these sites (figure 5d and ESM figure 4d). 
Infected storage cells were frequently located in the vicinity of invaded vascular bundles but 
not always, and the bacteria were also observed in storage cells neighboring apparently 
 
                                                                                                                                                      Résultats 
108 
bacteria-free xylem. The occurrence of cells of X. albilineans in storage parenchymatous cells 
was confirmed by immunolocalization (figure 6).  
During the late stage of the infection (4 to 6 mpi), TEM observations of stalk sections 
sampled just below the apical meristem suggested extensive bacterial multiplication which 
was often associated with a fibrillar matrix and ultrastructural destruction of xylem elements. 
In vascular parenchymatous cells, organelles were highly altered and thus no longer 
distinguishable. Primary walls were initially degraded (figure 4f and ESM figure 3c) and then 
locally completely fragmented which enabled the bacteria to spread within the adjacent 
vessels or cells (ESM figure 3f). Cell or vessel structure disappeared partially or completely 
and, as a consequence, xylem vessels and parenchyma cells could not be differentiated. These 
areas became then filled with bacteria and fragments of the cell walls and organelles. In these 
highly disintegrated areas, phloem cells appeared intact and only few showed signs of 
degradation.  
The same pattern of stalk colonization was also observed in sugarcane cultivars B69566, 
R570 and B8008 after inoculation with the two wild type strains of the pathogen (XaFL07-1 
and GPE PC73) labeled with GFP. However, the number of colonized vascular bundles of the 
resistant cultivar B8008 (no more than 1% of bundles) was lower than the one in the three 
other cultivars (more than 10% of bundles). No fluorescent bacterial cells (GFP signal or after 
immunolocalization) were observed in control stalks inoculated with water (figure 6c). 
 
5. Discussion 
Based on microscopy observations using three cytological approaches, we show for the 
first time that a plant vascular bacterium with reduced genome, supposed to be strictly 
localized in vessels of the infected host, was also detected in other leaf and stalk tissues. 
Confocal microscopy, immunocytochemistry, and transmission electron microscopy revealed 
the occurrence of the sugarcane pathogen X. albilineans in xylem elements, phloem, 
sclerenchyma, epidermal, and various parenchymatous cells.  
This finding that X. albilineans is able, after invading xylem vessels and multiplying in 
intercellular areas, to penetrate into apparently intact vascular parenchymatous cells and other 
non-vascular plant tissues, contradicts the current knowledge regarding the habitat of plant 
pathogenic bacteria. In contrast to mammalian bacterial pathogens which can invade their host 
cells [37], cultivable plant pathogenic bacteria are known to spend most of their parasitic life 
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in xylem elements (vascular pathogens) or in the intercellular areas of the mesophyll tissue 
(apoplastic pathogens) [38]. Invasive strategy of intracellular mammalian bacterial pathogens, 
which replicate within spacious phagosome in macrophages, relies on effector proteins 
delivered by T3SS that allow bacterial uptake into host cells, enhance intracellular replication 
and remodel the vacuole into a replicative niche [37]. Bacterial plant pathogens have also 
evolved specific strategies to establish themselves successfully in their hosts and to acquire 
nutrients from the plant cells [38, 39, 40]. Most Gram-negative plant pathogenic bacteria 
deploy a Hrp T3SS to inject effector proteins directly into the plant cell cytosol, to interact 
with various intracellular targets and modulate host cell processes from outside plant cells 
[41]. The few bacterial plant pathogens which are missing this T3SS have a limited niche in 
the host plant. It has been proposed that L. xyli subsp. xyli was once a free-living bacterium 
that is now restricted to the xylem as a consequence or cause of the loss of functions 
associated with pseudogenes [10]. Similarly, Simpson and coworkers [12] suggested that the 
T3SS is not required by Xylella fastidiosa because of the insect-mediated transmission and 
xylem restriction of the bacterium that obviates the necessity of host cell infection. The same 
explanation was given for phytoplasma which are phloem-restricted microorganisms directly 
introduced into the phloem cells by their insect vectors [21].  
Since the sugarcane pathogen X. albilineans is missing the Hrp T3SS and also the genes 
involved in the biosynthesis of xanthan gum [4], a key pathogenicity factor that protects 
intercellular Xanthomonas species from environmental stresses [42, 43], our results raise a 
main question: which are the underlying mechanisms that allow X. albilineans to invade 
numerous and diverse host cell types, especially non-vascular tissues? Pieretti et al. [5] 
proposed, on the basis of comparative genomic analyses, that X. albilineans most likely uses 
specific strategies to avoid detection or to protect itself against sugarcane defense 
mechanisms. This hypothesis is supported by the study showing that the plant nitrogen-fixing 
endophytic bacterium Gluconacetobacter diazotrophicus produces elicitor molecules that 
activate the sugarcane defense responses resulting in plant resistance to X. albilineans [44].  
The mechanisms used by X. albilineans to exit the xylem and to invade the parenchyma 
cells remain to be unravelled. Pathogenicity factors such as albicidin toxin, quorum sensing 
DSF, outer membrane protein A, SPI-1 T3SS, and surface polysaccharides do not appear to 
play a direct role in this phenomenon. To exit xylem vessels, X. albilineans may cause the 
rupture of the cell wall by chemical dissolution of vessel primary and secondary walls, and 
the middle lamellae. Host cell wall alteration observed by TEM in the advanced stage of 
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sugarcane infection reinforces the idea that the bacteria secrete degrading enzymes that will 
soften the cell wall thus facilitating the progression of the pathogen toward the adjacent cells. 
Plant pathogenic bacteria, including species of the genera Erwinia [45, 46], Clavibacter [47], 
and Xanthomonas [48] were previously described to possess an enzymatic arsenal most likely 
associated with pathogenesis, and plant cell wall degradation. The genome of X. albilineans 
possesses 19 genes encoding putative cell wall degrading enzymes [5].  
Further studies are needed to investigate the role of these enzymes in intracellular 
invasion of sugarcane cells by X. albilineans. Similar studies of pathogenicity factors of other 
bacterial plant pathogens that experienced genome reduction such as X. fragariae [49], or 
pathogenic Xanthomonas species isolated from banana that are missing a Hrp T3SS [50, 51], 
may also contribute to understand the invasion strategy of plant bacteria that are so far 
considered as strict vascular pathogens.  
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Table 1. Characteristics of plasmids and bacterial strains used in this study.  
Strain or plasmid Relevant characteristics* Reference 
or source 
Plasmids    
 pUFZ75 Ptrp-TIR-gfp cassette in pUFR034, Knr [32] 
 pUFR047 IncW, Mob+, lacZα+, Par+, Gmr, Ampr [33] 
 pUFR047-GFP KpnI/SalI fragment from pUFZ75 cloned into pUFR047, Gmr, 
Ampr 
This work 
E. coli strains   
 E. coli DH5α F-, endA1, hsdR17(rk-,mk+), supE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, 
Φ80lacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169 
Gibco-BRL  
X. albilineans strains   
 GPE PC73 wild-type strain from Guadeloupe [4] 
 XaFL07-1 wild-type strain from Florida [34] 
X. albilineans derivatives   
 M427 xanB::Tn5 derivative of strain XaFL07-1, defective in biosynthesis 
of surface polysaccharides, Knr 
[34] 
 M903 XALc_2705::Tn5 derivative of strain XaFL07-1, defective in 
biosynthesis of surface polysaccharides, Knr 
[34] 
 M967 gmd::Tn5 derivative of strain XaFL07-1, defective in biosynthesis 
of surface polysaccharides, Knr 
[34] 
 M1116 rmd::Tn5 derivative of strain XaFL07-1, defective in biosynthesis 
of surface polysaccharides, Knr 
[34] 
 M468 XALc_0557::Tn5 derivative of strain XaFL07-1, defective in outer 
membrane protein OmpA, Knr 
[34] 
 ΔalbXXI M8 ΔalbXXI, defective in production of albicidin and other Non 
Ribosomal Peptide Synthetase (NRPS) molecules 
[34] 
 T3SS SPI-1 xasO Insertional mutant derivative of strain GPE PC73, defective in 
injectisome component of the Salmonella pathogenicity island-1 
type 3 secretion system (SPI-1 T3SS), Knr, Rifr 
[52] 
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 T3SS SPI-1 xasM Insertional mutant derivative of strain GPE PC73, defective in 
injectisome component of the SPI-1T3SS, Knr, Rifr 
[52] 
 ΔrpfF M7 ΔrpfF, defective in production of diffusible signal factor (DSF) [53] 
 ΔrpfG M6 ΔrpfG, defective in DSF receptor protein RpfG [53] 
 ΔrpfC M29 ΔrpfC, defective in DSF receptor protein RpfC [53] 
 ΔrpfGCF M15 ΔrpfF, ΔrpfG, ΔrpfC, defective in DSF production and receptor 
proteins RpfG and RpfC 
[53] 
* Amp = ampicillin, Gm = gentamycin, Kn = kanamycin, Rif  = rifampicin. 
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Figure 1. Leaf scald symptoms caused by strain XaFL07-1 of Xanthomonas albilineans after 
inoculation of sugarcane plants by the modified decapitation method [34]. (a) Leaves with cut 
extremities (black arrows) are inoculated leaves, whereas leaves with uncut extremities (red 
arrows) are leaves that newly formed after inoculation. Inoculated leaves show pencil line 
streaks (pl) and necrosis (n) (photograph taken one month post inoculation). (b) Infected 
sugarcane stalk 2 months post inoculation. Note the reduced size of the internodes above 
internode I0 (= first internode from the bottom with reduced size after inoculation). I, 
internode. 
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Figure 2. Localization of Xanthomonas albilineans in tissues of sugarcane leaves: Confocal 
microscopic images (a, b, c, d) and transmission electron microscopy images (e, f) of cross 
sections of sugarcane leaves inoculated with water (a) or Xanthomonas albilineans (b-f). (a-b) 
Images were taken at 5 days post inoculation (dpi). (c-f) Images were taken between 20 and 
60 dpi. (a) Sugarcane leaf blade inoculated with water. Vascular bundles are composed of two 
metaxylem vessels (MX), protoxylem (PX), phloem (P), and their associated vascular 
parenchyma cells (VPC). Xylem and phloem tissues are surrounded by a ring of cells called 
parenchyma sheath cells with choloroplasts (PSC). (b) A thin layer of cells of the fluorescent 
XaFL07-1 (arrows) is seen along the inside of walls of metaxylem cells, whereas bacteria 
aggregated together and formed a biofilm-like structure along the walls of protoxylem (PX) 
vessels. (c) Cells of the fluorescent strain GPE PC73 present in parenchyma sheath cells with 
chloroplasts (PSC), and in vascular parenchyma cells (VPC). (d) Bulliform (BC) and 
epidermal cells (EC) show high density of the fluorescent strain XaFL07-1. (e) Lumen of a 
protoxylem (PX) vessel filled with cells of X. albilineans (bac). Note the presence of bacteria 
in the intercellular spaces (thick arrows) close to the vessel. (f) Bacteria observed in bulliform 
cells. Note the presence of bacteria (bac) in the periplasmic space. Scale bars, 50 µm in A, C 
and D, 20 µm in B, and 1 µm in E and F. 
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Figure 3. Immunochemistry confirming localization of Xanthomonas albilineans in tissues of 
sugarcane leaves: Confocal microscope images of transverse sections of sugarcane leaf blades 
inoculated with (a) X. albilineans strain GPE PC73 and (b) water (taken at 30 dpi). The 
sections treated with antibodies raised against X. albilineans reveal red-stained bacteria. MX, 
metaxylem; PX, protoxylem; P, phloem; PSC, parenchyma sheath with choloroplasts; BC, 
bulliform cell; EC, epidemal cells. Scale bars, 50 µm in a and b. 
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Figure 4. Localization of Xanthomonas albilineans in tissues of sugarcane stalks: Confocal 
microscopic images (a, b, e) and transmission electron microscopy images (c, d, f) of cross 
sections of sugarcane stalks inoculated with Xanthomonas albilineans. Photographs were 
taken between 2 and 4 months post inoculation (mpi), except f that was taken at 5 mpi. (a) 
Cross-section of sugarcane stalk inoculated with water showing a vascular bundle and 
associated storage parenchymatous cells. MX, metaxylem; PX, protoxylem; P, phloem; SPC, 
storage parenchymatous cells. (b) Cells of the fluorescent strain XaFL07-1 are organized as a 
thin layer of a biofilm-like structure along metaxylem (MX) vessels. (c) Thin layer of rod-
shaped bacterial cells (bac) of strain GPE PC73 along a metaxylem vessel. (d) Densely 
packed bacteria (strain GPE PC73) in a xylem vessel; bacteria (bac) are no longer rod-shaped 
but show a polygonal structure. (e and f) Presence of the bacteria (strain XaFL07-1 in e and 
ΔrpfC M29 in f) in the vascular parenchyma cells (VPC) surrounding xylem vessels (MX and 
PX). Thick arrows in f indicate plant cell wall lysis. Scale bars, 20 µm in a, 50 µm in b and e, 
and 1 µm in c, d and f. 
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Figure 5. Occurrence of Xanthomonas albilineans in storage tissues of sugarcane stalks: 
Confocal microscope images of cross-sections of sugarcane stalks inoculated with 
Xanthomonas albilineans. Photographs were taken between 2 and 4 months post inoculation. 
(a) Occurrence of the fluorescent strain XaFL07-1 in a metaxylem vessel (MX) and outside 
the vascular bundle in a storage parenchymatous cell (SPC). The bacteria occupy the 
cytoplasm (C) of the storage parenchyma cell but the vacuole (V) appears free of bacteria. (b) 
Storage parenchyma cells that are completely filled with the fluorescent XaFL07-1 cells 
(arrows), whereas others are only weakly colonized (asterisks). (c) High densities of bacterial 
cells (strain GPE PC73) in intercellular spaces (IS) of storage parenchyma cells. (d) Storage 
parenchyma cell invaded by the fluorescent bacteria (strain XaFL07-1). High population 
densities are observed along the cell wall facing intercellular spaces (arrows). Scale bars, 50 
µm in a and c, 100 µm in b, and 20 µm in d. 
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Figure 6. Immunochemistry confirming localization of Xanthomonas albilineans in storage 
tissues of sugarcane stalks: Confocal microscope images of a transverse section of sugarcane 
stalks inoculated with Xanthomonas albilineans strain GPE PC73 (a-b) and water (c) (taken at 
2 months post inoculation). The sections (a through c) treated with antibodies raised against 
X. albilineans reveal red-stained bacteria. MX, metaxylem; P, phloem; SPT, storage 
parenchyma tissue. Scale bars, 50 µm in a and c, and 20 µm in b.  
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Electronic Supplementary Material (ESM)  
ESM Figure 1. Imprints of sugarcane internodes inoculated by Xanthomonas albilineans 
strain XaFL07-1: Growth of Xanthomonas albilineans strain XaFL07-1 after inoculation of 
selective medium by the stalk blot inoculation technique two months post inoculation [34]. 
Surface sterilized sugarcane stalks were cut transversally, in the middle of internodes, with 
sterile pruning shears. Each cut sections was firmly pressed onto WCNCB medium (= MW 
agar medium supplemented with 25 mg/l cephalexin, 30 mg/l novobiocin, 50 mg/l 
cycloheximide, and 12.5 mg/l benomyl). Growth of X. albilineans was recorded after 5 days 
of incubation of agar plates at 30°C. Growth patterns of the bacteria reveal different 
distributions and population densities of the pathogen in the stalk: 0 = no bacterial colony in 
the stalk imprint (absence of the pathogen), 1 = growth of few single colonies in the stalk 
imprint indicating colonization of few vascular bundles, 2 = growth of numerous single 
colonies in the stalk imprint suggesting colonization of numerous vascular bundles, 3 = 
confluent growth of bacteria suggesting colonization of numerous vascular bundles and 
occurrence of the bacteria outside of the xylem. 
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Electronic Supplementary Material (ESM)  
ESM Figure 2. Localization of Xanthomonas albilineans in tissues of sugarcane leaves: Confocal 
microscopic images (a, b, c, d) and transmission electron microscopy images (e, f, g) of cross sections 
of sugarcane leaves inoculated with Xanthomonas albilineans. (a-b) Images were taken between 8 and 
15 days post inoculation (dpi). (c-g) Images were taken between 20 and 60 dpi. (a) Thick layer of 
aggregated cells of the fluorescent strain XaFL07-1 of X. albilineans against the wall of a metaxylem 
vessel. (b) The protoxylem (PX) vessel is completely plugged with the fluorescent XaFL07-1 cells. (c) 
Cells of the fluorescent strain GPE PC73 present in phloem cells (P), parenchyma sheath cells with 
chloroplasts (PSC) and epidermal cells (EC). (d) Vascular bundles of large and small veins and the 
parenchyma cells surrounding these bundles (asterisks) of a sugarcane midrib are invaded by cells of 
GPE PC73. Bacteria (bac; strain GPE PC73) observed in (e) parenchyma sheath cells with 
chloroplasts, (f) a phloem cell, and (g) sclerenchyma. Scale bars, 10 µm in a, 50 µm in b-d, 1 µm in e 
and g, and 100 nm in f.  
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Electronic Supplementary Material (ESM)  
ESM Figure 3. Localization of Xanthomonas albilineans in tissues of sugarcane stalks: Confocal 
microscopic images (a, b) and transmission electron microscopy images (c, d, e, f) of cross or 
longitudinal sections of sugarcane stalks inoculated with Xanthomonas albilineans. Photographs were 
taken between 2 and 4 months post inoculation (mpi), except c, d and f that were taken between 4 and 
5 mpi. (a) Protoxylem (PX) and metaxylem (MX) vessels partially or completely plugged with a blue-
stained matrix (asterisks) in which the fluorescent bacteria (strain GPE PC73) are embedded. (b) 
Longitudinal section showing a stream of the fluorescent strain XaFL07-1 cells along a protoxylem 
(PX) vessel. (c) High magnification of figure 3f showing plant cell wall lysis (arrows) adjacent to 
bacterial cells. (d) A phloem cell (P) filled with bacterial cells (bac) (strain ΔrpfC M29). (e) 
Occurrence of X. albilineans (bac) (strain ΔrpfC M29) in intercellular spaces (IS) between vascular 
parenchyma cells. (f) Rupture (arrow) in the cell wall of a vascular parenchyma cell filled with 
bacterial cells (strain ΔrpfC M29) (bac). Scale bars, 100 µm in a, 50 µm in b, 1 µm in c and d, and 0.5 
µm in e and f.  
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Electronic Supplementary Material (ESM)  
ESM Figure 4. Occurrence of Xanthomonas albilineans in storage tissues of sugarcane stalks: 
Confocal microscope images of cross-sections of sugarcane stalks inoculated with Xanthomonas 
albilineans. Photographs taken between 2 and 4 months post inoculation. (a) Vascular bundle 
[metaxylem (MX) and phloem (P)] and surrounding storage parenchyma cells (SPC) colonized by 
cells of strain GPE PC73. (b) Storage parenchyma cells that are apparently free of the pathogen 
(asterisks), partially (≠) or completely filled (+) with cells of the fluorescent GPE PC73. (c-d) The 
fluorescent strain XaFL07-1 located in the intercellular spaces (IS) and along the cell wall facing those 
spaces (arrow). Note that these cells are not yet colonized. Scale bars, 50 µm in a-c, and 20 µm in d.  
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Chapitre IV : Discussion et perspectives 
L’agent causal de l’échaudure des feuilles de la canne à sucre, Xanthomonas 
albilineans, est connu et a été étudié depuis plus d’un siècle. Cependant, jusqu’à ce jour, nous 
disposons de peu d’éléments concernant les différentes étapes du cycle infectieux de cette 
bactérie phytopathogène, notamment sa survie en dehors de sa plante hôte et sa localisation 
précise dans les tissus de la canne à sucre. Les mécanismes impliqués dans ces étapes du cycle 
infectieux de X. albilineans sont également méconnus. C’est pourquoi les travaux réalisés au 
cours de cette thèse ont été articulés autour de deux axes : (i) le premier avait pour objectif 
d’étudier la survie épiphyte de X. albilineans et d’identifier les déterminants moléculaires 
impliqués dans cette étape du cycle de la maladie, et (ii) le deuxième visait à préciser la 
localisation de X. albilineans in planta et à étudier le rôle de certains gènes candidats de 
pathogénie dans la colonisation des tissus de la canne à sucre. 
 
I/ SURVIE ÉPIPHYTE DE XANTHOMONAS ALBILINEANS ET 
DÉTERMINANTS MOLÉCULAIRES ASSOCIÉS  
I.1/Les exopolysaccharides, les lipopolysaccharides et une protéine de la membrane externe : 
des molécules indispensables pour la survie épiphyte de X. albilineans 
Afin d’étudier la survie épiphyte de X. albilineans et d’identifier les déterminants 
moléculaires associés, nous avons d’abord mis au point un dispositif miniaturisé permettant 
de reproduire facilement et relativement rapidement cette phase du cycle infectieux. L’analyse 
du phénotype de différentes souches sauvages et de différents mutants de X. albilineans a été 
réalisée dans des conditions axéniques et contrôlées en utilisant de jeunes plants de canne à 
sucre cultivés in vitro. Ce travail nous a permis d’étudier le comportement de ces souches et 
mutants dans un environnement où la bactérie n’est pas soumise à une compétition 
microbienne. Nous avons ainsi pu montrer que les souches sauvages XaFL07-1 et GPE PC73 
de X. albilineans sont capables de se maintenir et de survivre en surface des feuilles de canne 
à sucre, ce qui reflète leur capacité à être transmises par voie aérienne et à coloniser la 
canopée de la canne à sucre avant de pénétrer dans les tissus de celle-ci. Ces résultats sont 
tout à fait concordants avec ceux décrits par Champoiseau et al. (2009) et Daugrois et al. 
(2003). Ces auteurs ont en effet montré que X. albilineans, tout comme la majorité des 
Xanthomonas, peut avoir une phase de développement épiphyte lorsqu’elle est disséminée par 
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voie aérienne. Par ailleurs, les souches sauvages de X. albilineans étudiées au cours de cette 
thèse appartiennent au groupe génétique PFGE-B (déterminé par la technique 
d’électrophorèse en champ pulsé) dont les souches ont été directement associées (i) à la 
capacité d’être disséminées par voie aérienne et (ii) à la recrudescence de l’échaudure des 
feuilles de la canne à sucre dans le bassin caribéen au cours des années 1980-1990 (Davis et 
al., 1997 ; Daugrois et al., 2003 ; Champoiseau et al., 2009). 
Grâce à ce dispositif biologique miniaturisé, nous avons réussi à montrer que les 
polysaccharides de surface (Mensi et al., 2013 ; chapitre III partie 1) et une protéine de la 
membrane externe OmpA (Fleites et al., 2013 ; annexe 1) sont deux facteurs essentiels et 
cruciaux pour la survie épiphyte de X. albilineans en surface des feuilles. Les mutants de 
polysaccharides de surface (PS) que nous avons étudiés (à savoir les mutants M427, M448, 
M541, M903, M967 et M1116) ont été obtenus par mutagénèse aléatoire de la souche sauvage 
XaFL07-1 (Rott et al., 2011). Les souches M1116, M967, M903 et M541 mutées 
respectivement au niveau des gènes rmd, gmd, XALc_2705 (code une glycosyltransférase de 
l’opéron gmd-rmd) et XALc_2709 (code un ABC transporteur) sont prédits être impliqués 
dans la biosynthèse de LPS car ils sont situés dans un cluster de gènes bordé par les gènes 
etfA ("electron transport flavoprotein") et metB ("cystathionine gamma lyase"). Ces deux 
gènes sont conservés chez tous les Xanthomonas dont la séquence est disponible à ce jour et 
ils sont situés de part et d’autre des clusters de gènes LPS (Lu et al., 2008 ; Pieretti et al., 
2012). La souche M427 est mutée au niveau du gène xanB. Ce gène est responsable de la 
biosynthèse d’un sucre nucléotidique précurseur du xanthane (un EPS caractéristique des 
Xanthomonas) et il est également impliqué dans la production de LPS chez X. campestris pv. 
campstris (Koplin et al., 1992). La souche M448 est mutée au niveau du gène XALc_1598 
qui code une glycosyltransférase de l’opéron galU. Comme le gène xanB, le gène galU est 
aussi responsable de la biosynthèse de sucre précurseur du xanthane (notamment l’UDP-
glucose) (Koplin et al., 1992 ; Vorhölter et al., 2008). Chez P. syringae pv. syringae et P. 
aeruginosa (responsable de maladies nosocomiales chez l’homme), ce gène est impliqué dans 
la synthèse de LPS (Deng et al., 2010 ; Priebe et al., 2004). 
Qu’ils soient monofonctionnels (c’est-à-dire impliqués dans la production de 
lipopolysaccharides ou d’exopolysaccharides) ou bifonctionnels (impliqués dans la 
production des deux), les six mutants de PS étudiés au cours de ce travail perdent 
complètement leur capacité de survie épiphyte et ne s’attachent plus en surface des feuilles de 
canne à sucre, au contraire des souches sauvages de X. albilineans. Les gènes de PS sont donc 
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impliqués dans l’attachement et/ou la persistance de la bactérie au niveau de la phyllosphère 
de la canne à sucre. Toutefois, le rôle précis de ces gènes dans la survie épiphyte de X. 
albilineans reste à élucider. Etant donné que les souches mutées au niveau des gènes de PS ne 
sont pas affectées dans leur capacité à croître in vitro en milieu riche et en milieu pauvre, un 
rôle de ces derniers dans la fitness de la bactérie est à exclure. Les gènes de PS peuvent avoir 
soit un rôle dans l’attachement initial à une surface donnée (première étape nécessaire pour la 
formation d’un biofilm) ou bien un rôle dans la persistance de la bactérie. La perte de la 
persistance suite à la mutation des gènes de PS pourrait être due à une incapacité à former des 
biofilms matures et structurés. Les bactéries seraient ainsi affaiblies dans leur capacité à 
résister à différents types de stress comme la dessiccation, la lumière ou les composés 
antimicrobiens qui peuvent être sécrétés par la canne à sucre en surface des feuilles. De tels 
phénotypes ont été observés chez X. axonopodis pv. citri suite à la mutation d’EPS ou de LPS 
(Dunger et al., 2007 ; Li et Wang, 2011b et 2012 ; Rigano et al., 2007). La capacité de la 
souche sauvage et des mutants de PS de X. albilineans à adhérer et à former des biofilms en 
surface des feuilles de canne à sucre constitue donc une perspective de recherche. La capacité 
des cellules bactériennes à adhérer à la surface des feuilles pourrait être examinée par des 
colorations au crystal violet et la formation de biofilms vérifiée par microscopie en utilisant 
des souches bactériennes marquées à l’aide d’une protéine fluorescente, comme cela a été fait 
pour X. axonopodis pv. citri (Rigano et al., 2007). Des observations plus fines par 
microscopie électronique à balayage pourraient aussi être envisagées. 
Les EPS sont secrétés par les bactéries dans le milieu extracellulaire ou forment une 
capsule autour de ces dernières. Quant aux LPS, ils sont une composante majeure de la 
membrane externe des bactéries à Gram négatif. Etant donné qu’ils sont exposés en surface, 
les EPS et les LPS sont considérés comme des barrières physiques dont le rôle est de protéger 
la cellule bactérienne contre plusieurs stress. De par leur fonction protectrice, les EPS et les 
LPS permettent de maintenir l’intégrité de la membrane bactérienne et des différents 
constituants qui y sont rattachés comme le flagelle, les pili de type IV et les adhésines, ainsi 
que d’autres facteurs de pathogénie (Killiny et al., 2013 ; Michel et al., 2000). L’altération de 
la membrane bactérienne peut donc affecter plusieurs fonctions biologiques comme la 
mobilité, l’adhésion, la formation de biofilms, l’assemblage et la sécrétion d’autres facteurs de 
virulence. Nous avons utilisé la microscopie électronique à transmission pour examiner la 
morphologie des cellules bactériennes d’un mutant de PS (M1116). La structure membranaire 
de ce mutant n’est pas apparue altérée, mais une surproduction de granules de poly-β-
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hydroxybutyrate (PHB) a été observée, au contraire de la souche sauvage de X. albilineans 
(Mensi et al., 2013 ; chapitre III partie 1). Les bactéries accumulent le PHB, qui est une 
source de carbone et d’énergie, lorsqu’elles sont sujettes à des conditions de nutrition 
instables ou à des stress (Gostomski et Bungay, 1996 ; James et al., 1999 ; Muller et al., 
1999). Grâce à leur nature anionique, les EPS permettent de maintenir un 
microenvironnement hydraté autour des bactéries qui les protègent contre différents stress 
(Chang et al., 2007). Les EPS sont une composante majeure de la matrice entourant les 
bactéries agrégées en structure de type biofilm et sont requis pour assurer l’intégrité et la 
maturité du biofilm. Ils jouent ainsi un rôle majeur dans la survie épiphyte des bactéries 
phytopathogènes foliaires (Kemp et al., 2004 ; Rigano et al., 2007 ; Yu et al., 1999).  
Les Xanthomonas produisent un EPS caractéristique nommé xanthane dont 
l’assemblage des unités pentasaccharidiques, la polymérisation et l’export dans le milieu 
extracellulaire sont contrôlés par un cluster de 12 gènes appelés gum. X. albilineans est à ce 
jour l’unique espèce connue du genre Xanthomonas à ne pas posséder les gènes gum et à ne 
pas produire la gomme xanthane (Pieretti et al., 2009). Il serait donc intéressant de déterminer 
la nature chimique des EPS nécessaires pour la survie épiphyte de X. albilineans, d’autant 
plus que la bactérie possède les gènes xanA, xanB, pgi, galU et ugd qui sont impliqués dans la 
biosynthèse de sucres précurseurs du xanthane et que les mutants de PS étudiés au cours de ce 
travail se caractérisent, contrairement à la souche sauvage, par un aspect sec au grattage. De 
plus, une équipe espagnole a récemment rapporté que X. albilineans produit in planta une 
molécule « xanthane-like » qui est plutôt similaire au « xanthane-like » produit par Xyllela 
fastidiosa qu’au xanthane sensus stricto produit par X. campestris (Blanch et al., 2008b ; 
Legaz et al., 2011). Des quantifications d’EPS sont envisageables, mais il est nécessaire de 
déterminer d’abord les conditions adéquates permettant à la bactérie de produire ces derniers 
in vitro. 
Parmi les six mutants de PS affectés dans leur capacité de survie épiphyte, quatre sont 
prédits coder des LPS. Si ces mutations affectent des constituants comme la partie O-antigène 
ou le lipide A des LPS, ceux-ci pourraient être examinés par des techniques biochimiques. 
Chez les bactéries phytopathogènes, le rôle des LPS dans la survie épiphyte et la formation de 
biofilms n’a été montré que très récemment chez l’agent causal du chancre citrique, X. 
axonopodis pv. citri (Li et Wang, 2011b et 2012). Chez la majorité des bactéries 
phytopathogènes et notamment chez les Xanthomonas, la mutation des EPS ou des LPS se 
traduit par une altération de la capacité des bactéries à former des biofilms (Dow et al., 2003 ; 
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Guo et al., 2012; Li et Wang, 2011b et 2012; Rigano et al., 2007). Afin d’étudier ce 
phénotype chez X. albilineans, la capacité des six mutants de PS à former des biofilms a été 
testée in vitro dans des flacons en verre. Remarquablement, ces mutants forment des biofilms 
beaucoup plus développés et adhérent plus que la souche sauvage à cette surface abiotique. Ce 
résultat est assez surprenant, d’autant plus qu’il ne permet pas d’expliquer le comportement 
de ces mutants en surface des feuilles. En revanche, des propriétés différentes de ces deux 
surfaces pourraient être à l’origine de ce résultat : (i) la surface foliaire est hydrophobe alors 
que celle des tubes en verre est relativement hydrophile et (ii) contrairement à la majorité des 
Xanthomonas, X. albilineans pourrait utiliser des mécanismes différents pour s’attacher à ces 
deux types de surface. X. albilineans possède plusieurs de gènes ayant vraisemblablement un 
rôle dans l’adhésion comme les adhésines fibrillaires et non fibrillaires (Pieretti et al., 2012). 
Celles-ci constituent de bons candidats pour étudier l’attachement spécifique de X. albilineans 
aux différentes surfaces et dans la formation de biofilms.  
Une différence d’attachement à des supports abiotiques différents (verre et 
polystyrène) et une augmentation à produire des biofilms a été reportée chez une souche de 
Stenotrophomonas maltophilia mutée au niveau des gènes rmlA et rmlC impliqués dans la 
production de LPS (Huang et al., 2006). Ceci est aussi le cas de souches d’Escherichia coli 
mutées au niveau des LPS. Celles-ci forment non seulement des biofilms plus développés 
mais elles possèdent également une capacité d’auto-agrégation plus élevée que la souche 
sauvage (Nakao et al., 2012). La mutation des LPS chez E. coli modifie l’hydrophobicité de la 
surface des cellules bactériennes, situation qui peut induire en soit une modification de la 
capacité des bactéries à adhérer entre-elles et aux surfaces. Une modification des 
caractéristiques physico-chimiques, et notamment l’hydrophobicité de X. albilineans, pourrait 
donc aussi expliquer le phénotype des mutants de PS chez l’agent causal de l’échaudure des 
feuilles de la canne à sucre. 
De par leur rôle dans l’installation au niveau de la phyllosphère de la canne à sucre 
(démontré au cours de cette thèse), et leur implication dans la multiplication de la bactérie in 
planta et l’apparition des symptômes de maladie (Rott et al., 2011), les EPS et LPS 
constituent donc de nouveaux déterminants moléculaires du pouvoir pathogène de X. 
albilineans. Leur rôle précis devrait être mieux caractérisé, d’autant plus qu’un 
polymorphisme important au niveau des gènes LPS a été mis en évidence très récemment 
entre différentes souches de X. albilineans (Royer et Pieretti, communication orale). 
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Des variations au niveau des LPS pourraient permettre d’expliquer des différences de 
pathogénie entre souches bactériennes (Mohamed et al., 1996), et peut-être même l’existence 
de souches très agressives de X. albilineans comme celles identifiées récemment au Gabon 
(Mensi et al., 2013 et annexe 2). Des variations de la composition des LPS pourraient par 
exemple permettre aux bactéries d’éviter leur reconnaissance par le système immunitaire de la 
plante hôte (Ojanen et al., 1993; Petrocelli et al., 2012). 
De la même façon que les mutants de PS, la mutation d’une protéine de la 
membrane externe nommée XaOmpA1 rend X. albilineans quasiment incapable de survivre 
en surface des feuilles de la canne à sucre. La membrane externe des mutants du gène codant 
cette protéine a une structure très altérée, rendant probablement ces mutants plus sensibles 
aux stress, ce qui pourrait expliquer leur comportement en surface des feuilles de canne à 
sucre (Fleites et al., 2013). L’impact de cette protéine sur la formation de biofilms reste 
encore à étudier, mais un essai préliminaire que nous avons réalisé a permis de montrer que le 
mutant XaOmpA produit moins de biofilm que la souche sauvage in vitro. Chez les bactéries 
phytopathogènes, le rôle d’une protéine membranaire OmpA-like n’a été démontré que chez 
X. campestris pv. campestris. Ainsi l’inactivation d’OmpA chez cette espèce bactérienne a un 
effet pléiotropique et induit aussi une altération de l’adhésion de la bactérie en surface des 
feuilles du chou (Chen et al., 2010). Contrairement à X. campestris pv. campestris, la 
mutation de la protéine XaOmpA1 chez X. albilineans affecte aussi la capacité de cette 
dernière à croître en milieu pauvre et en milieu riche. Ce phénotype contribuerait aussi aux 
difficultés de la bactérie à survivre en tant qu’épiphyte en surface des feuilles et à coloniser sa 
plante hôte. La protéine XaOmpA1 semble donc plutôt jouer essentiellement un rôle dans la 
fitness de X. albilineans que dans la pathogénie. 
 
I.2/ Rôle des gènes rpf (« Regulation of Pathogenicity Factors ») dans la survie épiphyte de X. 
albilineans  
Le cluster de gènes rpf est lui aussi impliqué dans la survie épiphyte de X. albilineans. 
Quatre souches mutées au niveau des gènes rpf, à savoir rpfF (impliqué dans la biosynthèse 
du DSF), rpfC (impliqué dans la perception du DSF), rpfG (impliqué dans la transduction du 
signal DSF), et rpfGCF ont été évaluées pour leur capacité de survie en surface des feuilles de 
la canne à sucre. De façon remarquable, la délétion des gènes du système de régulation (rpfC 
ou rpfG) n’affecte pas la capacité de la bactérie à survivre en tant qu’épiphyte, alors que 
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l’inactivation dans un même mutant des trois gènes rpfF, rpfG et rpfC se traduit par une 
diminution significative de la survie épiphyte de X. albilineans. Le mutant au niveau du gène 
rpfF se caractérise, quant à lui, par un phénotype intermédiaire. Ces résultats diffèrent 
complètement de ceux obtenus suite à la mutation des mêmes gènes chez d’autres 
Xanthomonas. Ainsi, chaque mutation des gènes rpf (rpfF, rpfC et rpfG) chez X. axonopodis 
pv. citri altère sévèrement la capacité de cette bactérie à survivre en surface des feuilles 
d’agrumes, à former des biofilms et à provoquer les symptômes du chancre citrique (Guo et 
al., 2012). Ces résultats confirment, si besoin est, que même si les différents constituants du 
système de quorum sensing sont conservés chez les différentes espèces de Xanthomonas, leurs 
rôles varient afin de permettre à ces bactéries de coloniser différents hôtes ou des niches 
spécifiques (Chatterjee et al., 2008a ; Dow, 2008).  
De plus, le phénotype le plus sévère observé pour le triple mutant rpf nous laisse 
penser que rpfF, rpfC et rpfG régulent des traits différents et complémentaires chez X. 
albilineans. Ainsi, la mutation d’un de ces gènes n’aurait pas d’effet important sur 
l’expression d’un ou quelques facteurs de pathogénie particulier et sur la survie épiphyte de la 
bactérie. En revanche, l’altération concomitante des trois gènes pourrait avoir un effet 
cumulatif qui affecterait un ou plusieurs traits indispensables à la colonisation de la 
phyllosphère. Par ailleurs, nous avons montré que le mutant rpfGCF est aussi affecté dans sa 
capacité à former des biofilms in vitro, structure indispensable pour la survie des bactéries 
phytopathogènes comme nous l’avons discuté ci-dessus.  
Au cours de cette thèse, nous avons étudié le rôle du système DSF/RpfGC dans la 
survie épiphyte et la formation de biofilm, mais bien d’autres phénotypes sont encore à 
caractériser. En effet, ce système pourrait aussi intervenir dans le contournement de la 
fermeture des stomates comme c’est le cas pour X. campestris pv. campestris (Gudesblat et 
al., 2009). Le quorum sensing est aussi connu pour réguler de nombreux processus 
biologiques, y compris le chimiotactisme, la biosynthèse du flagelle et sa mobilité, la 
production et la sécrétion d’EPS et de LPS, ainsi que d’autres facteurs de pathogénie (Dow, 
2008 ; Guo et al., 2012 ; He et Zhang, 2008). Il est donc légitime de penser que ce système 
régule la biosynthèse d’autres molécules qui sont nécessaires à X. albilineans pour réaliser 
son cycle infectieux, et qui restent à identifier.  
Il apparait cependant que, contrairement à ce qui a été décrit chez d’autres bactéries 
phytopathogènes, la régulation DSF-dépendante ne joue pas un rôle central dans la régulation 
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du pouvoir pathogène de X. albilineans, et notamment les traits indispensables pour le 
développement épiphyte de cet agent pathogène. Chez d’autres bactéries phytopathogènes, les 
gènes du quorum sensing jouent un rôle nevralgique puisqu’ils permettent de coordonner et de 
réguler l’expression de plusieurs traits indispensables à l’expression du pouvoir pathogène. 
Chez X. albilineans, le DSF n’a pas d’importance majeure dans la survie épiphyte, 
l’apparition des symptômes de l’échaudure des feuilles et la multiplication de la bactérie in 
planta. Le système de régulation RpfG/RpfC n’est pas impliqué dans la survie épiphyte de la 
bactérie, mais il régule négativement la colonisation de la tige par X. albilineans (Rott et al., 
2013). Etant donné qu’un système DSF/RpfGC intact est cependant nécessaire pour une 
colonisation optimale de la phyllosphère et pour une régulation de la colonisation de la tige, 
on peut émettre l’hypothèse que les différents éléments du système rpf peuvent être 
complémentés individuellement par d’autres gènes de la bactérie ou qu’un autre système de 
quorum sensing peut prendre le relai du système DSF-dépendant en cas de défaillance de ce 
dernier. En effet, un autre système de quorum sensing a été décrit chez X. albilineans. Il s’agit 
du DF, un facteur diffusible qui régule la production des xanthomonadines (pigments de 
couleur jaune) et des EPS, des facteurs indispensables pour la vie épiphyte et la pathogénie de 
cette bactérie (Poplawsky et Chun, 1998). Ce système a déjà été muté chez X. albilineans 
mais sans conséquence évidente pour la pathogénie de X. albilineans in planta (Rott et al., 
2009). Il serait donc intéressant d’inactiver les deux systèmes dans un seul mutant pour 
analyser l’éventuelle synergie ou complémentation des deux systèmes. De plus, X. albilineans 
possède d’autres systèmes de régulation à deux composantes dont le rôle n’a pas encore été 
étudié (Pieretti et al., 2012).  
Le rôle du DSF chez X. albilineans reste énigmatique à ce jour. La bactérie peut être 
transmise par voie aérienne (Daugrois et al., 2003 et 2012), mais aucun insecte vecteur n’a 
encore été identifié. Toutefois, X. albilineans possède un système de sécrétion qu’on trouve 
habituellement chez les bactéries associées aux mammifères ou aux insectes, le SST3 SPI-1 
(Marguerettaz et al., 2011). Le DSF pourrait donc avoir un rôle dans l’interaction de X. 
albilineans avec un insecte vecteur, comme c’est le cas chez Xylella fastidiosa (Newman et 
al., 2004) ou avec un animal comme le rat qui peut proliférer dans les champs de canne à 
sucre et qui a été rapporté comme vecteur de la maladie (Ricaud et Ryan, 1989).  
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I.3/ Les petites molécules produites par les mégaenzymes NRPS (« Non Ribosomal Peptide 
Synthetase ») : dispensables pour la survie épiphyte de X. albilineans  
Les métabolites secondaires (dont l’albicidine) produits par les mégaenzymes NRPS 
de X. albilineans ne sont pas essentiels pour la survie épiphyte de la bactérie en surface de 
feuilles, au moins en l’absence d’autres microorganismes compétiteurs. En effet, une souche 
de X. albilineans mutée au niveau du gène albXXI (qui code une enzyme impliquée dans 
l’activation post-transcriptionnelle des NRPSs, notamment la synthèse de l’albicidine) a une 
capacité de survie épiphyte similaire à celle de la souche sauvage. Cependant, nous ne 
pouvons pas exclure que la toxine albicidine, qui est aussi un antibiotique, confère à X. 
albilineans un avantage compétitif lors de la colonisation de la phyllosphère dans les 
conditions naturelles de culture de la canne à sucre. Il serait donc intéressant de tester la 
capacité de cette souche à coloniser la canopée de la canne dans des conditions naturelles ou 
bien suite à la réalisation d’expérimentations de co-inoculations en présence de la souche 
sauvage ou d’autres bactéries par exemple. Chez les pathovars de P. syringae, les petites 
molécules produites par les mégaenzymes NRPS comme la syringomycine, la syringofactine 
et la coronatine jouent un rôle non négligeable dans l’adaptation de ces bactéries à la 
phyllosphère et permettent aussi la transition d’un mode de vie épiphyte à un mode de vie 
parasite (Lindow et Brandl, 2003 ; Melotto et al., 2006). Ces phytotoxines (i) permettent 
d’augmenter la perméabilité de la cuticule, les nutriments sont ainsi plus disponibles pour les 
bactéries, (ii) jouent le rôle de surfactant et contribuent à la mobilité de type « swarming » des 
bactéries et (iii) permettent aux bactéries de contourner les mécanismes de défense mis en 
place par la plante au niveau des stomates et des blessures (Hutchison et al., 1995 ; Melotto et 
al., 2006 ; Xu et al., 2012). Les métabolites secondaires produits par les mégaenzymes NRPS 
de X. albilineans ne semblent pas jouer le rôle de surfactant puisqu’aucune différence n’a été 
observée, lors de bioessais réalisés in vitro, entre la souche sauvage et la souche mutée au 
niveau du gène albXXI (Royer et al., résultats non publiés).  
 
I.4/ La souche XaS3 (ou GPE39) : une espèce de Xanthomonas apparentée à X. 
albilineans mais non pathogène et capable de survivre en surface des feuilles de la canne à 
sucre (cf. Annexe 4) 
Nous avons montré que la souche XaS3, une espèce bactérienne phylogénétiquement 
proche de X. albilineans mais qui n’est pas pathogène sur canne à sucre, est capable de 
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survivre en surface des feuilles de cette plante (cf. Annexe 4). Cette survie est similaire aux 
souches sauvages XaFL07-1 et GPE PC73 de X. albilineans qui sont associées à la 
transmission aérienne de l’agent causal de l’échaudure des feuilles de la canne à sucre. Ce 
résultat était prévisible étant donné que la souche XaS3 a été isolée à partir de gouttelettes de 
rosée collectées en surface des feuilles de canne à sucre au champ (Daugrois et al., 2003). 
Nous avons également testé la pathogénie de cette souche par des inoculations en serre, et les 
résultats obtenus permettent de confirmer ceux décrits par Daugrois et al. (2003). La souche 
XaS3 est donc une bactérie saprophyte de la canne à sucre car elle est incapable de coloniser 
les tissus de cette plante et de provoquer les symptômes d’échaudure des feuilles ou d’une 
autre maladie. Daugrois et al. (2003) ont également montré que la souche XaS3 est éliminée 
progressivement de la canopée de la canne à sucre suite à l’apparition et l’augmentation des 
populations bactériennes d’une souche sauvage de X. albilineans transmise par voie aérienne 
(et appartenant au groupe génétique PFGE-B).  
La souche XaS3 possède les gènes codant les polysaccharides de surface et la protéine 
XaOmpA qui sont nécessaires pour la survie épiphyte de X. albilineans. En revanche, XaS3 
est dépourvue des gènes NRPS responsables de la biosynthèse de l’albicidine. De plus, les 
métabolites secondaires produits par les mégaenzymes NRPS de cette souche sont différents 
de ceux produits par la souche sauvage GPE PC73 car ils n’ont pas la même séquence 
peptidique et pas le même nombre d'acides aminés (Royer et al., accepté). Ces métabolites 
secondaires, voire l’antibiotique albicidine, pourraient intervenir dans les mécanismes 
permettant à X. albilineans d’éliminer la souche XaS3. Toutefois, la souche XaS3 possède 
une ADN gyrase très proche de celle de X. albilineans lui conférant la résistance à l’albicidine 
(Marguerettaz, 2010). Afin de vérifier le rôle des molécules synthétisées par les NRPS dans la 
compétition entre ces espèces bactériennes, on pourrait envisager le transfert des 
mégaenzymes NRPS d’une souche sauvage de X. albilineans dans le génome de la souche 
XaS3. 
Par ailleurs, le comportement épiphyte similaire entre X. albilineans et cette espèce de 
Xanthomonas non pathogène de la canne à sucre constitue une base intéressante pour 
identifier des gènes nécessaires à la survie au niveau de la phyllosphère. Le première 
approche est de s’interroger sur le support génétique commun entre la souche XaS3 et les 
souches sauvages de X. albilineans et, par voie de conséquence, d’identifier les différences 
génétiques entre elles. Ainsi, une analyse de génomique comparative entre ces deux espèces 
est en cours au sein de l’équipe 3 de l’UMR BGPI, et les résultats de survie épiphyte que nous 
 
                                                                                                                                                     Discussion 
138 
avons obtenus pour cette souche seront valorisés par cette analyse comparative (Pieretti et al., 
en cours de préparation). On peut dès à présent déjà préciser que le pourcentage d’identité en 
acide aminés entre la souche XaS3 et la souche GPE PC73 varie de 96% (pour les gènes de 
ménage) à 91% (pour les autres gènes). Comme X. albilineans, la souche XaS3 est dépourvue 
du SST3 Hrp et des gènes gum. En revanche, contrairement à X. albilineans, elle ne possède 
pas les clusters de gènes codant l’albicidine et le SST3 SPI-1. Ces deux facteurs 
représenteraient donc des éléments essentiels du pouvoir pathogène de X. albilineans. Le rôle 
de l’albicidine dans la pathogénie a été déjà démontré. Cette toxine est associée à l’apparition 
de symptômes foliaires de l’échaudure des feuilles, mais n’est pas indispensable à la 
colonisation de la plante hôte (Birch, 2001 ; Rott et al., 2011). Cependant, le rôle du SST3 
SPI-1 dans la pathogénie de X. albilineans reste à élucider car des mutants de ce système de 
sécrétion ne sont pas affectés dans leur capacité à envahir la canne à sucre et à provoquer des 
symptômes (Marguerettaz et al., 2011). L’incapacité de la souche XaS3 à envahir la canne à 
sucre repose donc sur l’absence d’autres gènes encore non identifiés. 
 
II/ REDÉFINITION DE LA LOCALISATION DE XANTHOMNAS 
ALBILINEANS DANS LES TISSUS DE LA CANNE À SUCRE 
 
Dans le but de préciser la localisation exacte de X. albilineans dans les tissus de la 
canne à sucre, nous avons utilisé trois techniques différentes à savoir la microscopie 
confocale, l’immunocytochimie et la microscopie électronique à transmission (MET). Les 
observations que nous avons réalisées au niveau de la feuille et de la tige nous ont permis 
d’affirmer que X. albilineans n’est pas une bactérie limitée au xylème de la canne à sucre 
comme cela a été rapporté dans la littérature. Bien au contraire, cette bactérie est capable de 
s’échapper du xylème et de pénétrer dans d’autres tissus dés les premiers stades de l’infection. 
En effet, dans la feuille, X. albilineans est présente non seulement dans le xylème, mais aussi 
dans le phloème, les cellules du parenchyme vasculaire et non vasculaire, ainsi que dans les 
cellules de l’épiderme. Dans la tige, la bactérie a été observée dans les cellules du parenchyme 
vasculaire et dans le phloème. D’une manière inattendue, la bactérie a aussi été vue dans les 
cellules du parenchyme non vasculaire de la tige (appelées aussi cellules de stockage) et dans 
les espaces intercellulaires de ces cellules. A notre connaissance, un tel phénomène n’avait 
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pas encore été décrit auparavant chez les bactéries phytopathogènes supposées être 
vasculaires.  
De plus, les résultats que nous avons obtenus vont à l’encontre de nos connaissances sur 
l’habitat des bactéries phytopathogènes dans les tissus de leur plante hôte. En effet, 
contrairement aux bactéries pathogènes des mammifères qui peuvent être intracellulaires, les 
bactéries pathogènes des plantes sont extracellulaires : elles se multiplient localement dans les 
espaces intercellulaires du mésophylle foliaire (apoplaste) ou/et dans les vaisseaux du xylème 
(Kukel et Chen, 2006). Seuls les phytoplasmes (bactéries phytopathogènes dépourvues de 
paroi cellulaire) ainsi que d’autres protéobactéries sont intracellulaires puisqu’ils vivent dans 
les tubes criblés du phloème. Néanmoins, ces bactéries sont véhiculées et directement 
déversées dans ces cellules par leurs insectes vecteurs et, contrairement à X. albilineans, leur 
multiplication est exclusivement limitée au phloème (Bové et Garnier, 2002 ; Purcell et 
Hopkins, 1996). La présence de X. albilineans à l’intérieur de cellules des parenchymes 
vasculaire et non vasculaire est donc inédite et brise un dogme important en bactériologie 
végétale.  
Par ailleurs, les bactéries phytopathogènes ayant un génome réduit comme Xylella 
fastidiosa, Leifsonia xyli subsp. xyli (agent causal du rabougrissement des repousses) et 
Ralstonia syzygii (agent causal de la maladie de Sumatra du giroflier) sont strictement 
adaptées à un tissu spécifique qu’est le xylème de leur plante hôte, d’où leur appellation 
‘fastidious xylem-limited bacteria’ (Jackson et al., 2011 ; Lindeberg, 2012). Ces bactéries, 
notamment Xylella fastidiosa et L. xyli subsp. xyli sont aussi dépourvues du système de 
sécrétion de type III (SST3) Hrp (Monteiro-Vitorello et al., 2004 ; Simpson et al., 2000). R. 
sygygii possède quant à elle le SST3 Hrp, mais cette espèce bactérienne a perdu un grand 
nombre d’effecteurs sécrétés par ce système de sécrétion (Remenant et al., 2011). Selon 
Simpson et al. (2000) et Remenant et al. (2011), la perte du SST3 Hrp chez Xylella fastidiosa 
et celle des effecteurs chez R. syzygii sont des événements évolutifs critiques qui traduisent 
l’inutilité de ces gènes dans le style de vie de ces espèces bactériennes étant donné que ces 
dernières sont directement introduites dans les vaisseaux du xylème par leurs insectes 
vecteurs. Tout comme ces bactéries, X. albilineans a subi une érosion importante de son 
génome au cours de sa spéciation et elle est aussi dépourvue du SST3 Hrp (Pieretti et al., 
2009). Même si elle partage avec les ‘fastidious xylem-limited bacteria’ des critères qui sont 
en relation directe avec la restriction des bactéries à un tissu particulier, X. albilineans sort 
encore une fois du lot puisqu’elle est capable de pénétrer dans plusieurs types cellulaires. 
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 Quelle est la stratégie utilisée par X. albilineans pour coloniser les différents types 
cellulaires ? 
Pendant le processus infectieux, les bactéries phytopathogènes déploient des stratégies 
différentes et sophistiquées pour induire la maladie, et celles-ci dépendent essentiellement de 
leurs caractéristiques génomiques et de leurs modes de vie. Les bactéries phytopathogènes 
responsables de pourritures molles sont nommées les ‘brute force pathogens’ (agents 
pathogènes de force brute). En effet, dès le début de l’infection, celles-ci utilisent un large 
arsenal enzymatique, notamment des pectinases, pour macérer les parois du parenchyme 
(Jafra et al., 1999 ; Toth et al., 2003). La macération des tissus est accompagnée d’une 
multiplication massive des bactéries qui ne peuvent plus être localisées dans les espaces 
intercellulaires puisque le tissu végétal est complètement détruit. Contrairement à ces 
bactéries, X. albilineans n’induit pas une macération ou une pourriture des tissus, et ne 
provoque pas une dégradation accrue de ces derniers dès le début de l’infection. En effet, les 
observations de microscopie confocale de sections de tiges réalisées deux mois après 
inoculation n’ont pas révélé une modification de l’intégrité ni de la forme des cellules du 
parenchyme non vasculaire infectées (Article 2, Figure 5). Nous avons essayé de vérifier ces 
observations par MET mais pour l’instant sans succès car nous n’avons pas réussi à retrouver 
des cellules du parenchyme non vasculaire colonisées par la bactérie. Ce résultat est 
certainement dû à une limite de la microscopie électronique qui ne permet d’examiner qu’une 
petite et fine proportion d’un échantillon donné et qui, contrairement à la microscopie 
confocale, ne permet pas d’avoir une vue d’ensemble de la localisation des bactéries.  
D’autres bactéries, comme les pathovars de P. syringae et les Xanthomonas, sont 
appelées les ‘stealth pathogens’ (agents pathogènes furtifs). La stratégie utilisée par ces 
dernières dépend essentiellement du SST3 Hrp, un système conservé chez la plupart des 
bactéries à Gram négatif. Ce système leur permet d’injecter directement à l’intérieur de la 
cellule eucaryote une multitude d’effecteurs dont le rôle est de moduler finement les fonctions 
biologiques de la cellule végétale, et notamment les défenses immunitaires de la plante hôte 
(Collmer et al., 2009 ; Davidsson et al., 2013 ; Rico et al., 2009).  
Il est évident que X. albilineans ne peut être classée ni dans le groupe des ‘stealth 
pathogens’, ni dans celui des ‘brute force pathogens’ puisqu’elle ne possède pas de SST3 Hrp, 
ni un large arsenal d’enzymes de dégradation de la paroi végétale. De plus, contrairement à 
ces bactéries qui ont acquis un arsenal très complexe pour induire la maladie, X. albilineans 
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est décrite comme une bactérie ayant une artillerie réduite au vu des facteurs de pathogénie 
qu’elle a perdus ou qu’elle n’a même pas acquis au cours de sa spéciation (Pieretti et al., 
2012). On peut donc légitimement s’interroger sur les mécanismes qui permettent à cette 
bactérie de coloniser plusieurs types cellulaires et en particulier les cellules du parenchyme 
non vasculaire.  
Pour répondre à cette question, nous avons essayé de caractériser le rôle de divers 
gènes candidats de pathogénie dans la colonisation des tissus foliaires. Les gènes étudiés sont 
impliqués dans la production de polysaccharides de surface (PS) (4 souches), d’une protéine 
de la membrane externe (XaOmpA) (une souche), de métabolites secondaires (albicidine et 
autres molécules produites par les mégaenzymes NRPS) (une souche), du facteur diffusible 
DSF (4 souches) et du SST3 SP1-I (2 souches). Aucun de ces gènes, et notamment le SST3 
SPI-1, n’est apparu impliqué dans l’envahissement des différents tissus foliaires de la canne à 
sucre. Toutefois, les mutants de PS ainsi que le mutant au niveau de la protéine XaOmpA 
étaient sévèrement affectés dans leur capacité à coloniser les tissus foliaire de la canne à 
sucre. Ils restent en effet localisés au niveau du point d’inoculation et ne colonisent qu’un 
nombre très faible de faisceaux vasculaires et de cellules non vasculaires par comparaison 
avec les souches sauvages de X. albilineans. Ces mutants sont donc incapables de se 
multiplier in planta et de progresser dans les tissus de la canne, ce qui justifie la perte de 
pathogénie de ces derniers (Fleites et al., 2013 ; Rott et al., 2011).  
Le SST3 SPI-1 est un système que l’on trouve habituellement chez les bactéries 
associées aux mammifères et aux insectes, et il était un bon candidat pour identifier un 
mécanisme sous-jacent à la colonisation des cellules du parenchyme non vasculaire. En effet, 
ce système de sécrétion est nécessaire pour la colonisation et la prolifération intracellulaire 
des bactéries dans les cellules d’un hôte mammifère (Prost et al., 2007). A titre d’exemple, les 
salmonelles induisent leur propre phagocytose par les cellules de l’hôte suite à l’injection des 
effecteurs via le SST3 SPI-1. Ces effecteurs vont induire un réarrangement de l’actine et un 
remaniement du cytosquelette de la cellule, provoquant ainsi l’internalisation (l’ingestion) de 
la bactérie par macropinocytose. Les SST3 SPI-1 et SPI-2 sont aussi importants pour la survie 
et la multiplication intracellulaire de ces bactéries (Prost et al., 2007). Les deux souches de X. 
albilineans mutées au niveau du SST3 SPI-1 (Marguerettaz et al., 2011), et étudiées au cours 
de cette thèse, ne semblent pas être impliquées dans la colonisation des différents tissus 
foliaires. Cependant, nous ne pouvons pas exclure un rôle du SST3 SPI-1 dans la pénétration 
de la bactérie à l’intérieur des cellules de la canne à sucre car les deux souches utilisées sont 
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des mutants d’insertion (au niveau de la seringue) et nous n’avons aucune certitude quant à la 
sécrétion ou non d’effecteurs. La construction et la caractérisation de mutants de délétion au 
niveau de l’ATPase ou du translocon du SST3 SPI-1 devrait permettre de lever d’éventuels 
doutes quant à l’implication ou non de ce système de sécrétion dans la colonisation des 
cellules.  
Comme observé par microscopie électronique, X. albilineans est capable de sortir des 
cellules du xylème et des cellules du parenchyme vasculaire par digestion de la paroi. L’agent 
causal de l’échaudure des feuilles possède cinq enzymes de dégradation de la paroi cellulaire 
qui lui sont particulières et qui pourraient être impliquées dans la progression des bactéries in 
planta, notamment dans la sortie du xylème (Pieretti et al., 2012). Comme c’est le cas pour 
Xylella fastidiosa,  X. albilineans pourrait utiliser ces enzymes pour dégrader par exemple la 
paroi des ponctuations (zones dépourvues de paroi secondaire et appelées « pits » en anglais) 
qui assurent la communication latérale entre les vaisseaux du xylème et les cellules du 
parenchyme vasculaire. Ces enzymes pourraient permettre de créer des petites ouvertures au 
début de l’infection assurant ainsi le passage des bactéries du xylème vers d’autres cellules. 
En revanche, l’implication de ces mêmes enzymes pour pénétrer dans les cellules du 
parenchyme non vasculaire est moins évidente. Nous avons réalisé des extractions de 
protoplastes à partir de cannes infectées afin de vérifier si la pénétration de X. albilineans 
dans les cellules du parenchyme non vasculaire impliquait une dégradation des cellules. Cette 
expérimentation ne fut pas concluante car le nombre de protoplastes infectés était faible (6 à 
10%, vérifié par cytométrie de flux), et les observations de microscopie confocale ne nous ont 
pas permis de détecter sans ambiguïté les protoplastes contenant les bactéries marquées à la 
gfp. Il serait intéressant de poursuivre dans cette voie en cultivant des bactéries fluorescentes 
avec des protoplastes sains et ainsi voir si X. albilineans est capable de pénétrer dans ces 
cellules sans les dégrader comme cela a été montré pour Salmonella typhimurium, une 
bactérie pathogène de l’homme qui peut aussi proliférer à l’intérieur des cellules 
d’Arabidopsis (Schikora et al., 2008). Le mécanisme par lequel cette bactérie colonise les 
cellules d’Arabidopsis n’a pas encore été identifié (Schikora et al., 2008). 
Une dégradation importante des parois du xylème et des cellules du parenchyme 
vasculaire a été observée par microscopie électronique lors des stades avancés de l’infection 
(5 mois après inoculation). Ce résultat renforce l’idée que X. albilineans pourrait utiliser des 
enzymes hydrolytiques, notamment dans les stades ultimes de la maladie, afin de se libérer du 
xylème et d’envahir d’autres tissus plus riches en nutriments. Afin de vérifier cette hypothèse, 
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la construction de mutants au niveau de ces enzymes est en cours et l’analyse de leur 
comportement in planta est envisagée. Il serait également intéressant de tester la capacité de 
la souche sauvage à produire ces enzymes (cellulases, pectinases…) in vitro.  
Afin de pénétrer dans les cellules, X. albilineans pourrait cependant aussi utiliser 
d’autres mécanismes. Les Bradyrhizobium pénètrent dans la cellule végétale par invagination 
de la paroi (Bonaldi et al., 2011). Même si nous n’avons pas observé ce phénomène au cours 
de nos travaux, on ne peut l’exclure chez X. albilineans, surtout si une ou quelques bactéries 
seulement rentrent initialement dans la cellule végétale. L’absence de SST3 Hrp pourrait 
également constituer un avantage en permettant à X. albilineans d’échapper au système 
immunitaire de la canne à sucre comme cela a déjà été suggéré pour la protéine FliD (Pieretti 
et al., 2012). Les bactéries se déplaceraient ainsi plus facilement au niveau des différents 
tissus de la plante, et notamment à l’intérieur des cellules. Chez les bactéries 
phytopathogènes, le SST3 Hrp interfère avec la colonisation intracellulaire. La colonisation 
intracellulaire des cellules végétales par une souche de R. solanacearum transformée en une 
bactérie symbiotique (contenant un plasmide permettant la fixation de l’azote et la nodulation) 
requiert des mutations adaptatives au niveau du SST3 Hrp ou au niveau du régulateur HrpG 
(Guan et al., 2013 ; Marchetti et al., 2010). La perte ou la non acquisition du SST3 Hrp chez 
X. albilineans au cours de sa spéciation aurait à ce moment là été un avantage sélectif très 
important. 
Les résultats obtenus au cours de ce travail nous ont permis de mettre en évidence un 
nouveau mécanisme de colonisation des tissus végétaux qui reste encore à décrypter. Ce 
décryptage pourrait être poursuivi par génomique fonctionnelle en utilisant une banque de 
mutants Tn5 par exemple (Rott et al., 2011) ou en réalisant des mutants de délétion pour des 
gènes candidats comme cela a été réalisé pour étudier le rôle du cluster rpf dans la pathogénie 
de X. albilineans (Rott et al., 2013). Par ailleurs, la caractérisation de souches sauvages de X. 
albilineans présentant de grandes différences en termes d’agressivité pourrait aussi s’avérer 
utile. Une souche extrêmement agressive de cet agent pathogène (GAB266) a récemment été 
isolée au Gabon (Mensi et al., 2013). En effet, contrairement aux souches de X. albilineans 
préalablement étudiées dans l’équipe, celle-ci est capable de provoquer la mort de plusieurs 
variétés de canne à sucre après inoculation des plantes en serre. Une comparaison du 
comportement in planta de cette souche avec d’autres souches sauvages pourrait conduire à 
une meilleure connaissance des facteurs impliqués dans la pathogénie de X. albilineans, et 
notamment sa progression in planta. Des essais préliminaires réalisés avec la souche GAB266 
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n’ont pas été fructueux car le plasmide contenant la protéine gfp s’est avéré instable dans cette 
souche bactérienne, démontrant si besoin est que cette souche a des propriétés génomiques 
différentes des autres souches utilisées au cours de cette thèse. La comparaison du génome de 
la souche GAB266 avec 15 autres souches de X. albilineans représentant la diversité connue 
chez cette espèce bactérienne est en cours dans l’équipe 3 de l’UMR BGPI.  
Finalement, si X. albilineans est la première espèce du genre Xanthomonas pour 
laquelle la présence à l’intérieur des cellules végétales a été mise en évidence, elle n’est peut-
être pas la seule. Il existe d’autres espèces du genre Xanthomonas qui ont un génome réduit 
comme c’est le cas pour X. fragariae (Vandroemme et al., 2012) et des espèces de 
Xanthomonas dépourvues du SST3 Hrp comme celles récemment isolées à partir du bananier 
(Studholme et al., 2011). Des études plus approfondies du pouvoir pathogène de ces espèces 
pourraient peut-être aussi conduire à la découverte de nouveaux mécanismes de colonisation 
ou confirmer l’existence de celui mis en évidence chez X. albilineans. 
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Chapitre V : Conclusion générale 
Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont été articulés autour de deux axes 
principaux : (i) le premier avait pour objectif d’étudier la survie épiphyte de X. albilineans et 
d’identifier les déterminants moléculaires impliqués dans cette étape du cycle de la maladie, 
et (ii) le deuxième visait à préciser la localisation de X. albilineans in planta et à étudier le 
rôle de certains gènes candidats de pathogénie dans la colonisation des tissus de la canne à 
sucre.  
 
Dans la première partie de cette thèse, et grâce à un dispositif miniaturisé que nous 
avons mis au point, nous avons montré que parmi les facteurs étudiés, deux s’avèrent 
indispensables pour la survie épiphyte de X. albilineans : il s’agit des polysaccharides de 
surface (PS) et d’une protéine de la membrane externe (XaOmpA1). Les souches mutées au 
niveau de ces molécules perdent complètement leur capacité de survie en surface des feuilles 
de la canne à sucre. Contrairement aux polysaccharides de surface, la protéine XaOmpA1 
semble avoir un rôle dans la fitness de la bactérie et non pas dans la pathogénie sensus stricto. 
Etant donné que ces souches étaient sévèrement affectées dans leur capacité de survie 
épiphyte, nous avons émis l’hypothèse qu’elles sont également affectées dans leur capacité à 
produire des biofilms, des structures reconnues comme étant impliquées dans l’installation et 
le maintien des bactéries en surface des feuilles. Afin de vérifier cette hypothèse, la capacité 
de mutants de PS et de la protéine XaOmpA1 à former des biofilms a été testée in vitro. 
Comme on pouvait s’y attendre, le mutant XaOmpA1 produit moins de biofilms que la souche 
sauvage. En revanche, et de manière inattendue, les mutants de PS forment des biofilms plus 
développés que la souche sauvage in vitro. Ce résultat est surprenant puisqu’il ne permet pas 
d’expliquer le phénotype de ces mutants observé en surface des feuilles. Une nouvelle voie de 
recherche consisterait donc à tester la capacité de la souche sauvage de X. albilineans et des 
mutants de PS à former des biofilms en surface des feuilles. De part leur rôle dans 
l’installation au niveau de la phyllosphère de la canne à sucre (démontré au cours de cette 
thèse), et leur implication dans la multiplication de la bactérie in planta et la production des 
symptômes de la maladie (Rott et al., 2011), les exopolysaccharides et les lipopolysaccharides 
constituent de nouveaux déterminants moléculaires du pouvoir pathogène de X. albilineans. 
En conséquence, ces polysaccharides de surface constituent des cibles potentielles pour 
cribler des composés antimicrobiens permettant de diversifier la lutte contre l’échaudure des 
feuilles de la canne à sucre.  
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Par ailleurs, nous avons montré que la molécule signal diffusible DSF n’est pas 
essentielle pour la survie épiphyte de X. albilineans. Cependant, la colonisation optimale de la 
phyllosphère de la canne à sucre par X. albilineans fait intervenir un système DSF/RpfGC 
intact. Ce résultat permet de montrer que, contrairement aux autres Xanthomonas, la 
régulation DSF dépendante ne joue pas un rôle central dans la régulation des traits 
indispensables pour la survie épiphyte de X. albilineans. De même, Rott et al. (2013) ont 
montré que ce système de régulation n’est pas requit par X. albilineans pour la colonisation de 
sa plante hôte. Afin de décrypter le rôle de la régulation DSF dépendante dans la pathogénie 
de X. albilineans, il serait intéressant de déterminer les gènes qui sont régulés par ce système 
de régulation chez l’agent causal de l’échaudure des feuilles de la canne à sucre.  
Les métabolites secondaires produits par les mégaenzymes NRPS ne sont quant à eux 
pas impliqués dans la survie épiphyte de X. albilineans, du moins en l’absence de compétition 
avec d’autres microorganismes. Le rôle de ces mégaenzymes devrait donc aussi être étudié en 
serre en conditions non axéniques, en présence de la souche sauvage (co-inoculations) ou 
d’autres bactéries adaptées à la canne à sucre.  
L’espèce de Xanthomonas non pathogène appelée XaS3, et qui est phylogénétiquement 
proche de X. albilineans, est capable de survivre en surface des feuilles de la canne à sucre de 
manière similaire aux souches sauvages associées à la dissémination aérienne de X. 
albilineans. Le comportement épiphyte similaire entre X. albilineans et la souche XaS3 
constitue une base intéressante pour identifier d’autres déterminants moléculaires nécessaires 
à la survie au niveau de la phyllosphère de la canne à sucre. D’autres traits comme le 
chimiotactisme, la mobilité et l’adhésion peuvent être important pour la survie épiphyte de X. 
albilineans. Une analyse du transcriptome des cellules bactériennes épiphytes pourrait 
permettre d’identifier d’autres gènes nécessaires à la survie épiphyte de X. albilineans. 
Dans la deuxième partie de cette thèse, en se basant sur diverses techniques de 
microscopie, nous avons montré que X. albilineans n’est pas une bactérie limitée au xylème 
de la canne à sucre comme cela a été rapporté dans la littérature. Bien au contraire, cette 
bactérie est capable de s’échapper du xylème et de pénétrer dans d’autres types cellulaires dès 
les premiers stades de l’infection. En effet, dans la feuille, X. albilineans est présente non 
seulement dans le xylème, mais aussi dans le phloème, les cellules du parenchyme vasculaire 
et non vasculaire, ainsi que dans les cellules de l’épiderme. Dans la tige, la bactérie a été 
observée dans les cellules du parenchyme vasculaire et dans le phloème. D’une manière 
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surprenante, la bactérie a aussi été vue dans les cellules du parenchyme non vasculaire de la 
tige (appelées aussi cellules de stockage) et dans les espaces intercellulaires de ces cellules. 
Ces résultats brisent un dogme en bactériologie végétale puisque, à notre connaissance, un tel 
phénomène n’avait pas encore été décrit auparavant chez les bactéries phytopathogènes. 
Toutefois, les mécanismes déployés par X. albilineans pour pénétrer dans les différents types 
cellulaires restent à élucider. En effet, la caractérisation de la localisation in planta de 
plusieurs souches mutées au niveau des gènes candidats de pathogénie (notamment le SST3 
SPI-1) ne nous a pas permis d’identifier un rôle de ces derniers dans l’envahissement des 
différents tissus foliaires de la canne à sucre.  
Dans les stades avancés de l’infection, une dégradation importante des parois du 
xylème et des cellules du parenchyme vasculaire a été observée par microscopie électronique. 
X. albilineans possède cinq enzymes de dégradation de la paroi cellulaire qui lui sont 
particulières et qui pourrait être impliquées dans la progression de la bactérie in planta, 
notamment dans la sortie du xylème. Le rôle de ces enzymes dans la colonisation des 
différents types cellulaires dès le début de l’infection serait aussi à démontrer. Afin de vérifier 
cette hypothèse, la construction de mutants au niveau de ces enzymes est en cours et l’analyse 
de leur comportement in planta est envisagée. L’agent causal de l’échaudure des feuilles 
pourrait aussi utiliser d’autres stratégies pour pénétrer dans différents types cellulaires, 
notamment au cours des premiers stades de l’infection. 
Les résultats obtenus au cours de ce travail nous ont permis de mettre en évidence un 
nouveau mécanisme de colonisation des tissus végétaux par une bactérie pathogène, et cette 
découverte constitue le début du décryptage de nouveaux mécanismes d’interactions plantes-
bactéries en pathologie végétale.  
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Xanthomonas albilineans OmpA1 appears to be functionally modular and both the 
OMC and C-like domains are necessary for leaf scald disease of sugarcane. 
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Abstract 
Several EZ-Tn5 insertions in gene locus XALc_0557 (OmpA1) of the sugarcane leaf scald 
pathogen Xanthomonas albilineans XaFL07-1 were previously found to strongly affect 
pathogenicity and endophytic stalk colonization. XALc_0557 has a predicted OmpA N-
terminal outer membrane channel (OMC) domain and an OmpA C-like domain. Further 
analysis of mutant M468, with an EZ-Tn5 insertion in the upstream OMC domain coding 
region, revealed impaired epiphytic and endophytic leaf survival, impaired resistance to 
sodium dodecyl sulfate (SDS), structural defects in the outer membrane (OM), and 
hyperproduction of OM vesicles. Cloned full-length XALc_0557 complemented M468 for all 
phenotypes tested, including pathogenicity, resistance to SDS, and ability to survive both 
endophytically and epiphytically. Another construct, pCT47.3, which expressed only the C-
like domain of XALc_0557, restored resistance to SDS in M468 but failed to complement any 
other mutant phenotype, indicating that the C-like domain functioned independently of the 
OMC domain to help maintain OM integrity. pCT47.3 also complemented pathogenicity, 
resistance to SDS, and stalk colonization in mutant M1152, which carries an EZ-Tn5 insert in 
the C-like coding region, indicating that both predicted domains are modular and necessary 
but neither is sufficient for X. albilineans pathogenicity, endophytic survival in, and epiphytic 
survival on sugarcane. 
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Several EZ-Tn5 insertions in gene locus XALc_0557 
(OmpA1) of the sugarcane leaf scald pathogen Xanthomo-
nas albilineans XaFL07-1 were previously found to strongly 
affect pathogenicity and endophytic stalk colonization. 
XALc_0557 has a predicted OmpA N-terminal outer mem-
brane channel (OMC) domain and an OmpA C-like do-
main. Further analysis of mutant M468, with an EZ-Tn5 
insertion in the upstream OMC domain coding region, re-
vealed impaired epiphytic and endophytic leaf survival, 
impaired resistance to sodium dodecyl sulfate (SDS), struc-
tural defects in the outer membrane (OM), and hyperpro-
duction of OM vesicles. Cloned full-length XALc_0557 
complemented M468 for all phenotypes tested, including 
pathogenicity, resistance to SDS, and ability to survive 
both endophytically and epiphytically. Another construct, 
pCT47.3, which expressed only the C-like domain of 
XALc_0557, restored resistance to SDS in M468 but failed 
to complement any other mutant phenotype, indicating 
that the C-like domain functioned independently of the 
OMC domain to help maintain OM integrity. pCT47.3 also 
complemented pathogenicity, resistance to SDS, and stalk 
colonization in mutant M1152, which carries an EZ-Tn5 
insert in the C-like coding region, indicating that both pre-
dicted domains are modular and necessary but neither is 
sufficient for X. albilineans pathogenicity, endophytic sur-
vival in, and epiphytic survival on sugarcane. 
Xanthomonas albilineans is a gram-negative, xylem-invading 
phytopathogen that causes sugarcane leaf scald disease (Rott 
and Davis 2000). X. albilineans is close in phylogeny to the 
systemic xylem-limited pathogen Xylella fastidiosa (Pieretti et 
al. 2009). Like X. fastidiosa, Xanthomonas albilineans does 
not have a hypersensitive response and pathogenicity (hrp) 
type III secretion system (T3SS), and is one of only six phyto-
pathogenic bacteria known to have a Salmonella pathogenicity 
island 1 (SPI-1) T3SS, which is associated with animal patho-
gens and insect endosymbionts (Cornelis 2006; Dale et al. 2001, 
2004; Marguerettaz et al. 2010). Furthermore, X. albilineans is 
the only known xanthomonad that does not produce xanthan 
gum (Pieretti et al. 2009). The only well-characterized X. albi-
lineans pathogenicity factor described to date is albicidin, an 
antibiotic and DNA gyrase inhibitor that blocks chloroplast 
differentiation and is responsible for (nearly) all of the foliar 
symptoms of leaf scald caused by most X. albilineans strains 
(Birch and Patil 1985, 1987a and b; Hashimi et al. 2007). How-
ever, there is evidence for additional pathogenicity factors. For 
example, XaFL07-1 mutant ΔalbXXI, which does not produce 
albicidin, is still able to cause foliar symptoms of leaf scald on 
sugarcane ‘CP80-1743’, including chlorosis, necrosis, and di-
agnostic pencil-line stripes (Rott et al. 2011). In addition, 
albicidin-deficient mutants, including those causing no 
symptoms, are well able to endophytically colonize sugarcane 
(Birch 2001; Champoiseau et al. 2006a). Therefore, ability to 
colonize sugarcane is more fundamental to X. albilineans 
population fitness than ability to cause symptoms of leaf scald; 
colonization does not depend upon elicitation of pathogenic 
symptoms. 
A search for additional pathogenicity factors in XaFL07-1 
using random EZ-Tn5 mutagenesis resulted in 61 mutants with 
reduced ability to cause disease symptoms or colonize the sug-
arcane stalk (Rott et al. 2011). Surprisingly, 5 of the 61 (8.2%) 
were localized to a single gene, the 1,101-bp X. albilineans 
ompA1 gene (locus tag XALc_0557). XALc_0557 is predicted 
to encode two distinct domains: an OmpA N-terminal outer 
membrane channel (OMC) domain (porin superfamily) and an 
OmpA C-like domain (Fig. 1). 
OmpA is the most abundant outer membrane (OM) protein 
in Enterobacteria (Bosshart et al. 2012); it is present at 
100,000 copies per cell in Escherichia coli (Koebnik et al. 
2000). OmpA of E. coli has been found to fold into both open 
and closed conformations. The predominant state is the closed 
form, also known as the majority conformer. In this form, the 
OMC domain folds into an eight-stranded β-barrel and the C-
like domain is anchored in the periplasm via noncovalent inter-
actions with the bacterial cell wall (Arora et al. 2000; Nikaido 
2003; Smith et al. 2007). The eight-stranded β barrel of the 
OMC domain of OmpA is thought to allow the passage of 
ions, although the crystal structure does not show a continuous 
passage (Pautsch and Schulz 1998). There is evidence of an 
ion-gating mechanism involving the modification of a salt 
bridge, allowing the formation of a small pore (Arora et al. 
2000; Bond et al. 2002; Smith et al. 2007). The open confor-
mation of OmpA, also known as the minority conformer, was 
first discovered in unilamellar proteoliposomes in approxi-
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mately 2 to 3% of the OmpA molecules examined (Sugawara 
and Nikaido 1992). In the open form, OmpA forms a 16-
stranded β-barrel, which would produce a channel large 
enough for the passage of solutes. Existence of both OmpA 
forms was confirmed in Salmonella enterica (Singh et al. 
2003). 
The OMC domain of OmpA can function without the C-like 
domain, as in the case of gram-negative porins. Porins form 
nonspecific channels for small hydrophilic molecules. The 
major porins, such as OmpC and OmpF of E. coli (which form 
16-stranded β-barrels and associate in the OM as trimers), 
have a single OMC domain that extends through most of the 
protein (Achouak et al. 2001). 
In several species of animal pathogens, OmpA has been 
shown to play a critical role in virulence. In Cronobacter sa-
kazakii (formerly Enterobacter sakazakii), OmpA– mutants 
were 87% less invasive than the wild type in human cells 
(Mohan Nair and Venkitanarayanan 2007; Singamsetty et al. 
2008). Similarly, OmpA– mutants of Escherichia coli were 
less able to invade C6 glioma cells (Wu et al. 2009), less inva-
sive in brain endothelial cells, and less able to penetrate the 
blood-brain barrier than their wild-type counterparts (Wang 
and Kim 2002). OmpA– mutants of E. coli were also shown to 
be less able to form biofilms on various surfaces (Barrios et al. 
2006; Ma and Wood 2009). 
Although mutations of ompA in a variety of bacteria have 
been reported, multiple reports also exist documenting diffi-
culty in cloning and expressing ompA or homologs from a 
variety of bacterial strains in E. coli: ompA of E. coli (Bremer 
et al. 1980), ompA of Shigella dysenteriae (Braun and Cole 
1982), omp1 of Fusobacterium nucleatum (Bolstad and Jensen 
1993), ompU of Vibrio cholerae (Sperandio et al. 1996), ompH 
of Pasteurella multocida (Lee et al. 2004), and mopB of Xy-
lella fastidiosa (Bruening et al. 2005 and 2007). Some reports 
hypothesized that the difficulty in expression might be due to 
toxicity of the foreign OmpA hydrophobic domains on the 
host cell (Laage and Langosch 2001). 
Much less is known about the function of OmpA-like pro-
teins in phytopathogenic bacteria. MopB, an OmpA-like pro-
tein in X. fastidiosa, was associated with chlorosis-inducing 
activity on the indicator plant Chenopodium quinoa (Bruening 
et al. 2002) and also with adhesion to xylem-rich balsa wood 
and cellulose disks (Bruening et al. 2003). Additionally, a 
knockout mutant of the OmpA-like MopB protein from Xan-
thomonas campestris pv. campestris was highly pleiotropic 
and no longer pathogenic to cabbage (Brassica sp.); in vitro, 
cells aggregated abnormally; were more sensitive to high tem-
peratures, sodium dodecyl sulfate (SDS) and alkaline pH; and 
were deficient in exopolysaccharide production, adhesion, and 
motility (Chen et al. 2010). Notably, no distinction was made 
between in planta survival or growth and elicitation of patho-
genic symptoms in these studies. 
We previously reported that the XALc_0557 EZ-Tn5 inser-
tion mutants M468 and M1152, with insertions interrupting the 
OMC and C-like domains, respectively, of XALc_0557, had lost 
pathogenicity and ability to colonize sugarcane stalks, and ex-
hibited reduced growth in vitro (Rott et al. 2011). Interestingly, a 
third reported Tn5 insertion mutant, M768, with an insertion site 
between the two domains (Fig. 1), inconsistently retained a low 
level of both pathogenicity and ability to colonize sugarcane 
stalks. The purposes of this study were to i) utilize complemen-
tation and additional in vitro and in planta assays to better char-
acterize the pleiotropic functions of XALc_0557, ii) more 
closely examine the functions of the predicted OMC and C-like 
domains of XALc_0557 to determine whether the domains are 
independently functional, and iii) help define their individual 
roles in X. albilineans epiphytic survival, endophytic coloniza-
tion, and pathogenesis of sugarcane. 
RESULTS 
XALc_0557 stabilizes the OM of X. albilineans. 
Cells of wild-type XaFL07-1 exhibited a regularly shaped, 
relatively smooth OM (Fig. 2A), whereas the OM proteins of 
all three mutants were rougher and irregularly shaped (Fig. 2B 
to D). Additionally, the cells of M468 and M768 appeared 
thinner (reduced diameter) by transmission electron micros-
copy (TEM) than those of the wild-type strain and M1152. 
Both mutants M468 and M768 also seemed to have smaller 
electron transparent inclusion bodies than the wild type and 
M1152 by TEM. Although XaFL07-1 produced OM vesicles 
(OMV), those produced by all three mutants were much more 
abundant and also larger in size by both TEM (Fig. 2A to D) 
and scanning electron microscopy (SEM) (Fig. 2E to H). How-
ever, M1152 hyperproduced OMV to a level at least 10× greater 
than the other two mutants, with some cells completely covered 
with OMV (Fig. 2H), and others were also present with very 
few or no OMV. Additionally, TEM revealed faulty septation 
and highly elongated cells with M468 that were less evident in 
M768 and not at all evident in M1152 (Fig. 2A to D). 
To further investigate potential defects in the OM, growth in 
the presence of SDS was examined. Both XaFL07-1 and M768 
were able to grow well in Modified Wilbrinks (MW) medium 
supplemented with SDS at 25 ppm, whereas M468 and M1152 
were both strongly inhibited in growth on this medium (Supple-
mentary Fig. S1). The EZ-Tn5 insertion in M768 was confirmed 
to be stable. These results indicated that the M468 and M1152 
mutations in XALc_0557 perturbed the OM barrier function of 
X. albilineans, and that EZ-Tn5 mutations in M468 and M1152 
were more severe than the EZ-Tn5 mutation in M768. 
Fig. 1. Location of the M468, M768, and M1152 Tn5 insertions in the XALc_0557 gene relative to the regions used to create the complementation con-
structs. Region A is the region assayed by reverse-transcriptase quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) with primer set OmpANtermF 
+OmpANtermR. Region B is the region assayed by RT-qPCR with primer set OmpACtermF+ OmpACtermR. 
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Fig. 2. Cells of Xanthomonas albilineans observed by transmission electron microscopy (TEM) and scanning electron microscopy (SEM). A and E, 
XaFL07-1; B and F, M468; C and G, M768; D and H, M1152. Arrows indicate outer membrane vesicles. TEM bars = 100 nm (A to D) and SEM bars = 500 nm
(E to H). 
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pRK-mopB restored SDS resistance  
to X. albilineans M468 but was unstable without selection. 
mopB, cloned from X. campestris pv. campestris into wide 
host range (RepP) vector pRK415 (Chen et al. 2010), is 83% 
identical at the nucleotide level to XALc_0557. The predicted 
MopB protein includes both the OmpA OMC and C-like do-
mains found in the predicted XALc_0557 homolog; therefore, 
pRK-mopB was expected to complement the XALc_0557 EZ-
Tn5 mutations. DNA of pRK-mopB, extracted from E. coli 
DH5α, proved difficult to directly transform by electropora-
tion into any X. albilineans mutant strain. A helper plasmid, 
pPY0AAB27CH12 (Pieretti et al. 2009), carrying the methy-
lation gene cluster from X. albilineans PC-73, was used in 
E. coli DH5α to methylate pRK-mopB prior to electroporation 
into X. albilineans. Methylated pRK-mopB DNA extracted 
from E. coli carrying pPY0AAB27CH12 was electroporated 
with high transformation efficiency into M468. Provided that 
antibiotic selection pressure (i.e., tetracycline in the medium) 
was maintained, pRK-mopB in M468 restored resistance to 
SDS at 25 ppm. 
However, when selection pressure was dropped and the X. 
albilineans cultures were allowed to grow for 7 days on solid 
MW medium and subsequently restreaked onto solid MW me-
dium with tetracycline, no colonies grew, indicating that the 
plasmid was lost and that RepP plasmid pRK-mopB was un-
stable in X. albilineans. Not surprisingly, plants inoculated 
with M468 carrying pRK-mopB exhibited no complementa-
tion of pathogenicity over a 2-month period and no M468/ 
pRK-mopB bacteria were recovered from inoculated plants 
(data not shown). 
XALc_0557 cloned into pUFR047 was stable  
in X. albilineans without selection  
and restored resistance to SDS. 
Full-length (1,101 bp) XALc_0557, including the native 
Shine-Dalgarno (SD) ribosomal binding site, was cloned into 
wide-host-range (RepW) vector pUFR047 (DeFeyter et al. 
1993), resulting in pLF004.4. This construct was transformed 
into E. coli. DNA of pLF004.4 extracted from E. coli also 
proved difficult to directly transform by electroporation into 
any X. albilineans mutant strain. Again, pPY0AAB27CH12 
was used to methylate pLF004.4 prior to electroporation into 
X. albilineans M468, which resulted in high transformation 
efficiencies. 
Complementation using pLF004.4 was first evaluated by 
plating M468/pLF004.4 on MW medium amended with SDS, 
both with and without antibiotic selection for the plasmid. Re-
sistance to SDS was restored, regardless of antibiotic supple-
mentation, indicating that RepW vector pUFR047 was stable 
in X. albilineans. 
pUFR047 was stable in X. albilineans in planta. 
Plasmid pUFR047 stability in planta was more closely ex-
amined by inoculating sugarcane plants with wild-type strain 
XaFL07-1 carrying pUFR047, isolating the bacteria from the 
stalk as described, and comparing the population counts on 
selective medium with and without gentamycin. In all stalk 
colonization assays, no differences in cell counts were ever 
observed after a period of 2 months in planta, demonstrating 
that pUFR047 was stable in X. albilineans without selection. 
Full-length XALc_0557 restores pathogenicity in M468. 
Complementation of pathogenicity of M468 was examined 
in planta. Symptoms in sugarcane plants inoculated with M468 
containing pLF004.4, although not quite as severe as the wild-
type strain, were restored, and exhibited diagnostic pencil lines 
and necrosis typical of leaf scald disease (Fig. 3B). 
XALc_0557 is required for X. albilineans endophytic  
stalk survival and stalk colonization. 
Complementation of the defect in endophytic stalk coloniza-
tion of M468 was also examined. M468 is unable to endophy-
tically colonize sugarcane stalk tissue and was never recovered 
from inoculated stalks (Rott et al. 2011). To extend this work, 
survival in stalks of M468 and the complementing clone was 
examined in the present work. As previously observed, M468 
was never recovered from inoculated sugarcane stalks. By con-
trast, M468/pLF004.4 not only survived but colonization was 
also restored; M468/pLF004.4 colonized sugarcane stalk tissue 
at population levels and to an extent nearly identical to that 
achieved by the wild-type strain: on a 0-to-100 scale, mean ex-
tent of stalk colonization (ESC) was 0 for M468 with empty 
vector pUFR047 and 88 for M468/pLF004.4, whereas mean 
ESC was 91 for wild-type XaFL07-1/pUFR047 (Fig. 4). 
XALc_0557 assists X. albilineans epiphytic survival  
on leaves. 
Leaves inoculated with XaFL07-1 by simple immersion were 
pressed onto agar plates 2 weeks after inoculation, resulting in a 
leaf impression on the agar surface and in growth of numerous 
colonies—sometimes even confluent growth—on selective me-
dium. Colonies typically appeared in 10 to 100% of the imprint 
area (Fig. 5A and B). Imprints taken immediately after inocula-
tion (day 0) exhibited confluent growth for all inoculated leaves 
because inoculum levels were high. Differences between strains 
(and leaves) only showed up with time; a 2-week assay delay 
was chosen to see survival differences between strains. Colony 
counts were taken and the mean extent of epiphytic survival 
(EES) of the wild-type strain reached values close to 50 (on a 0-
to-100 scale). In contrast, imprinting of leaves inoculated with 
M468 resulted in growth of only a few colonies (Fig. 5C) and a 
mean EES value of 10 or less. Therefore, M468 appeared to 
have lost much of its capacity to survive on the sugarcane leaf 
surface. Epiphytic survival on leaf surfaces was restored by 
complementation using pLF004.4; M468/pLF004.4 colonized 
the surface of sugarcane leaves at population levels approaching 
those of the wild type (Fig. 5D). 
XALc_0557 assists endophytic survival of X. albilineans  
in leaves and is required for pathogenic symptoms in leaves. 
Levels of endophytic leaf survival and colonization were de-
termined using at least 18 plants per mutant or wild-type strain 
inoculated using the decapitation method, which allows inocu-
lum to be drawn into the xylem tissue of (usually up to five) 
inoculated leaves. Inoculations using the wild-type strain 
XaFL07-1 resulted in relatively consistent leaf colonization, 
with 28 of 33 leaves (85%) sampled on selective medium show-
ing X. albilineans cell counts. Cell counts of the wild-type 
XaFL07-1 in leaf tissue sampled in this manner were 1.2 × 103 
to 7.5 × 109 CFU/g (fresh weight) of macerated leaf tissue 
examined, for an average of 6.1 × 108 CFU/g of leaf tissue. In 
these leaves, including those with no cells counted in the 
sampled leaf area, the disease severity ranged from 4 to 6, and 
averaged 5. 
By contrast with the wild-type strain, no mutant strain ex-
hibited consistent leaf endophytic colonization; M468 was 
recovered from 6 of 33 leaves (18%) sampled, M768 was 
recovered from 7 of 25 leaves (28%) sampled, and M1152 was 
recovered from 2 of 33 leaves (6%) sampled. Surprisingly, cell 
counts of mutants M468 and M1152, which were never recov-
ered from stalk tissue, were recovered from colonized leaves at 
relatively high population levels, ranging from 2 × 102 to 7.6 × 
106 CFU/g of macerated leaf tissue examined, for an average 
population count of 9.8 × 105 CFU/g of leaf tissue. Polymerase 
chain reaction (PCR) was used to verify the mutant identity of 
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seven randomly chosen colonies of M468, M768, and M1152 
recovered from these plants, and no revertants were detected 
(data not shown). Even in leaves with sampled cell counts of 
M468 as high as 7.6 × 106 CFU/g, no symptoms were ob-
served up to 2 months postinoculation (i.e., the disease sever-
ity was 0 for all leaves inoculated with mutants). These results 
indicated that the endophytic stalk environment may be harsher 
for X. albilineans than the endophytic leaf environment, or that 
the mutants are deficient in the ability to efficiently move in 
leaves. These results also indicated that, although some sugar-
cane leaves provided an environment that allowed endophytic 
colonization of M468 and M1152, the bacteria did not cause 
disease and, therefore, required XALc_0557 not just for stalk 
colonization but also to condition disease symptoms. 
M468 transformed with pLF004.4 was recovered from five of 
seven leaves (71%) sampled at populations of 3 × 103 to 1.5 × 
106 CFU/g of tissue. Disease severity in leaves from these 
plants was 1 to 5, with an average of 4. Complementation re-
stored ability of M468 to more consistently survive and grow 
endophytically in leaf tissue, and also restored ability of 
M468/pLF004.4 to cause disease, even at low population levels. 
The OmpA C-like domain of XALc_0557 complements  
the full range of mutant phenotypes  
of M1152 but only SDS resistance in M468. 
Plasmid pCT47.3 was constructed in an attempt to express 
only the C-like domain for the purpose of complementation 
(Fig. 1). The 3′ end of XALc_0557 from the wild-type strain 
was cloned using primers with an added canonical SD sequence 
(AGGAG) and methionine start site into pUFR047, forming 
pCT47.3. This plasmid restored resistance to SDS to both M468 
and M1152. Restoration of SDS resistance in M468, with an 
insertion mutation that eliminates both the OMC and C-like do-
mains, indicated that the C-like domain alone is important for 
stabilizing at least the barrier function of the OM. pCT47.3 also 
restored moderate levels of pathogenicity, stalk colonization, 
and leaf colonization to M1152 but not M468 (Fig. 3E). M1152 
transformed with pCT47.3 was recovered from two of eight 
leaves at populations of 7.9 × 103 to 8.2 × 103 CFU/g of tissue. 
Disease severity in leaves from these plants was 1 to 4, with an 
average of 2.7. These results indicated that both the OMC and 
C-like domains were needed for full pathogenicity and for stalk 
colonization. These results also indicated that the two domains 
formed modules capable of independent function. 
Regions downstream of the EZ-Tn5 insertions  
were transcriptionally active  
and complementation constructs  
restored transcription to wild-type levels. 
Using FindTerm (energy threshold of –10; default is –11), a 
weak Rho-independent terminator was found in Tn5 but no 
transcriptional terminators were found in EZ-Tn5, using either 
ARNold or FindTerm. Expression of the XALc_0557 coding 
sequences corresponding to the OMC and C-like regions from 
the wild-type strain, M468, M468/pCT47.3, M468/pLF004.4, 
and M768 were examined to determine expression levels up-
 
Fig. 3. Complementation of XALc_0557 EZ-Tn5 mutations affecting pathogenicity on sugarcane ‘CP80-1743’. A, M468/pUFR047; B, M468/pLF004.4; C, 
XaFL07-1/pUFR047; D, M1152/pUFR047; E, M1152/pCT47.3; F, H2O. 
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stream and downstream of the EZ-Tn5 insertion sites (Fig. 1) 
by reverse-transcriptase quantitative (RT-q)PCR. The relative 
abundance of transcripts (ΔCq) from the C-like region was 
approximately half that of the N-terminal region in the wild-
type strain (data not shown), which is consistent with the 3′ to 
5′ directionality of mRNA decay of ompA in E. coli (von Gabain 
et al. 1983). The ΔΔCq or relative normalized expression 
method was used to calculate the relative expression of the N-
terminal and C-terminal regions; results are presented in Sup-
plementary Fig. S2. The N-terminal region was stably and con-
sistently expressed in all samples. Transcription downstream 
of EZ-Tn5 was detected in both M468 and M768. The relative 
normalized expression of the C-like domain in M468 was 15-
fold less than in the wild type (P value = 0.003) but, in M768, 
it was only 3-fold less than in the wild type (P value = 0.016). 
The expression level of the C-terminal region in M468 carry-
ing either the C-terminal or full-length complementation con-
structs was restored to the same levels as the wild-type strain 
(P value = 0.760 and 0.650, respectively). 
M768 likely formed a translational fusion  
that functionally separated the two OmpA1 domains. 
Examination of the EZ-Tn5 transposon insertion site in M768 
revealed a potential SD ribosomal binding site [AGG(G)] 
beginning at the 1,196th base of the EZ-Tn5 sequence and an 
ATG start site 6 bp immediately downstream of the potential 
SD, which would form an in-frame translational fusion with the 
XALc_0557 open reading frame (ORF) at the site of the M768 
insertion (Supplementary Fig. S3). Because no transcriptional 
terminator was predicted to be downstream from the kan2 
gene on the transposon, the Kan-2 promoter of EZ-Tn5 could 
drive a translational gene fusion. This predicted gene fusion 
included the entire C-like domain of XALc_0557, adding six 
amino acids from the transposon to the N-terminus of the 
XALc_0557 native sequence, and functionally separating the 
OMC domain from the C-like domain. Levels of expression of 
the C-like domain of the predicted translational fusion were 
threefold lower than that of the wild type. 
DISCUSSION 
OmpA of E. coli, the archetypical integral OM protein, has 
been called a molecular Swiss army knife (Smith et al. 2007). 
Consistent with that characterization of multifunctionality, the 
present study shows that XALc_0557 plays a central role in X. 
albilineans OM integrity, epiphytic survival, endophytic sur-
vival, and pathogenicity. Mutations affecting the OM proteins 
of several gram-negative bacterial plant pathogens have been 
shown to compromise the critically important barrier function 
of OM proteins and allow host defense compounds, including 
phytoalexins or reactive oxygen species, to be much more effec-
tive against bacteria suffering these mutations (Balsanelli et al. 
2010; Kingsley et al. 1993). XALc_0557 knockout mutants 
M468 and M1152 were never recovered from inoculated sug-
arcane stalks, and both mutants exhibited greater sensitivity to 
SDS, which strongly indicated that the barrier function of the 
OM was severely compromised, at least in these mutants; 
which, in turn, likely affected both epiphytic and endophytic 
survival in planta. 
The phenotypes of mutant M768, particularly the incon-
sistent low level of pathogenicity and stalk colonization as 
compared with four other EZ-Tn5 insertions in the same locus 
(Rott et al. 2011), were at first puzzling. Transposon insertions 
are generally considered to be polar, although there have been 
exceptions reported with Tn5 (de Bruijn and Lupski 1984). In 
terms of a gene encoding two predicted domains, a Tn5 inser-
tion should eliminate transcriptional read-through to the down-
stream portion of the affected gene, However, M768 exhibited 
transcriptional read-through and the downstream region was 
clearly expressed, although expression was diminished. The 
phenotypes of M768 were similar to those of M1152/pCT47.3, 
except that pathogenicity and stalk colonization of M768 were 
much weaker, indicating that the translationally fused C-like 
domain in M768 was expressed at a much lower level than the 
same domain in pCT47.3, expressed in M1152. Together, the 
Fig. 4. Stalk colonization of Xanthomonas albilineans wild-type, mutant, 
and complemented strains. Strains were recovered from a minimum of
eight sugarcane stalks, all inoculated as described (arrow indicates the 
region of attachment of the inoculated leaves) and at similar initial cell
densities (5 × 108 CFU/ml). Bracket thickness (width) corresponds to cell
density recovered 2 months postinoculation from the indicated stalk
region; * indicates strain carries empty vector pUFR047. 
Fig. 5. Growth of Xanthomonas albilineans on selective medium after 
imprinting of sugarcane leaves (upper and lower surfaces). Growth shown 
2 weeks after immersion of the leaves in a suspension of X. albilineans (1 × 
107 CFU/ml). A, XaFL07-1 (wild-type); B, XaFL07-1/pUFR047; C, 
M468; D, M468/pLF004.4. 
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phenotypes of M768 and M1152/pCT47.3 (SDS resistance, 
stalk colonization, and ability to cause symptoms of leaf scald) 
support the idea that both the OMC and OmpA C-like domains 
of XALc_0557 are needed for pathogenicity and stalk coloni-
zation by X. albilineans and that both domains can function 
independently of each other. 
The intact OmpA C-like domain appeared to be required for 
robust growth on SDS media. Both pLF004.4 and pCT47.3 
restored SDS resistance to M468. M468 carries a Tn5 insertion 
in the upstream OMC domain that virtually abolished expres-
sion of the OmpA C-like domain. Because pCT47.3 restored 
SDS resistance to M468 and encoded only the OmpA C-like 
domain of XALc_0557, it appears that the OmpA C-like do-
main of XALc_0557 alone was responsible for restoring SDS 
resistance, likely by stabilizing the OM. Despite the overall 
appearance by TEM of the M1152 cells being more similar to 
the wild type (compare Fig. 2A with D) than to the other two 
mutants, the disrupted portion of the C-like domain in M1152 
may destabilize the predicted periplasmic anchoring of the 
OM to the bacterial cell wall. In addition to a defensive role, 
XALc_0557 also appeared to play a role in pathogenic offense. 
Surprisingly, and despite the fact that knockout mutants M468 
and M1152 were never recovered from stalk tissues, endophytic 
leaf populations of M468 and M1152 mutants were sometimes 
recovered at levels similar to those observed with the wild-
type strain. Nevertheless, the inoculated leaves that retained 
endophytic X. albilineans mutant bacteria remained com-
pletely asymptomatic. The mutants were unable to cause the 
characteristic pencil-line streaks and chlorosis in leaf tissue 
caused by the wild type, despite their ability to produce albi-
cidin when grown on agar plates (Rott et al. 2011). 
Mutants M468 and M768 produced more and much bigger 
OMV than the wild type, and M1152 hyperproduced OMV (at 
least 10× more) when compared with the other two mutants. 
M1152 may be hypervesiculating due to the greater abundance 
of misfolded OmpA1 in the OM. When misfolded or toxic lev-
els of proteins accumulate in the OM proteins of bacteria, the 
result can be production of OMV that package these proteins so 
that they are removed from the cell (McBroom and Kuehn 
2007). M768 produced less of the C-terminal region than the 
wild type because its expression was driven off of the Tn5 trans-
poson and translation was dependent on a predicted weaker SD 
sequence (AGG) than that of XALc_0557 (AAGGAG). In addi-
tion, the two expressed (OMC and C-like) domains would be 
physically unlinked. By contrast, M1152, with a predicted trun-
cated C-like region, would likely have levels of expression of the 
C-like region equivalent to that of the wild type but the mutant 
C-like domain would be physically linked to the OMC region. 
Consequently, M1152 should produce abundant misfolded 
OmpA1, while M768 produced both domains intact but physi-
cally separated. 
XALc_0557 proved difficult to clone in high copy vectors 
allowing expression in E. coli, in line with multiple reports of 
such difficulties (see above). More than 30 PCR amplicons 
from this locus, most created using Taq polymerase with proof-
reading activity, were TA-cloned in pCR2.1-TOPO (high copy 
in E. coli) and sequenced; all of them had one or more muta-
tions affecting the predicted coding sequence (data not shown). 
In order to achieve a functional full-length clone, domains 
containing errors were swapped with error-free fragments and 
cloned directionally in order to avoid expression of XALc_ 
0557. The final clone was directionally recloned to allow ex-
pression in a vector (pUFR047, repW) that replicates at low-
moderate copy in E. coli (DeFeyter et al. 1990). The resulting 
E. coli strains carrying XALc_0557 appeared to grow nor-
mally. Notably, a low-copy vector was also used in the work 
reported by Chen and associates (2010). 
The mechanism by which XALc_0557 in X. albilineans 
plays an offensive role in pathogenicity remains speculative. 
The fact that wild-type X. albilineans cells produce vesicles 
(Fig. 2A and E) indicates a potential secretion mechanism that 
has not previously been reported for X. albilineans but has for 
X. campestris pv. campestris (Sidhu et al. 2008). Indeed, OMV 
appear to be produced by all gram-negative bacteria examined 
to date and comprise budded, released spheres of OM surround-
ing periplasmic content that can include signaling and viru-
lence compounds, including toxins (Schwechheimer et al. 
2013). It is possible that XALc_0557 may indirectly affect the 
efficiency of albicidin export and secretion from X. albilineans 
cells in planta, because loss of OM integrity may, in turn, 
cause misassembly or loss of function of the albicidin efflux 
pump (Pieretti et al. 2009). Alternatively or in addition, 
XALc_0557 may play a role in attachment of X. albilineans to 
sugarcane leaf surfaces as a first step in colonization or inva-
sion, as suggested by Chen and associates (2010) for X. cam-
pestris pv. campestris and Bruening and associates (2003) for 
Xylella fastidiosa. Xanthomonas albilineans is aerially trans-
mitted (Daugrois et al. 2003), which presumably involves the 
need for attachment, and OmpA1 mutant M468 proved to be 
deficient in survival on sugarcane leaves. The hypervesicula-
tion observed with all XALc_0557 mutants examined indi-
cates that OmpA1 of X. albilineans plays a key role in vesicle 
production or stability that deserves closer examination in 
terms of conditioning pathogenicity. 
MATERIALS AND METHODS 
Bacterial strains and culture conditions. 
All strains and constructs used are summarized in Table 1. X. 
albilineans XaFL07-1, isolated in 2007 from sugarcane sampled 
in Canal Point, FL, was used in all experiments. XALc_0557 
mutants 468, 768, and 1152 were created by electroporation of 
XaFL07-1 with 20 ng of the transposase-EZ-Tn5 DNA synaptic 
complex (Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, U.S.A), and 
previously reported by Rott and associates (2011). Bacteria were 
routinely cultured on MW medium (10 g of sucrose, 5 g of pep-
tone, 0.50 g of K2HPO4 ⋅ 3H2O, 0.25 g of MgSO4 ⋅ 7H2O, 0.05 g 
of Na2SO3, 15 g of agar, and 1 liter of deionized water, pH 6.8 to 
7.0) at 28 to 30°C. EZ-Tn5 insertion mutants were grown on 
MW agar supplemented with kanamycin at 20 mg/liter. All 
strains were stored at –80°C as turbid cell suspensions in sterile 
distilled water. 
E. coli strains Mach1, TOP10, and DH5α were grown in 
Luria Broth (LB) (Sambrook et al. 1989) or PYGM (5 g of 
peptone, 3 g of yeast extract, 40 ml of 50% glycerol, and 15 g 
of agar in 900 ml of deionized water, pH 7.4; after autoclaving, 
100 ml of morpholinepropanesulfonic acid buffer was added) 
(Defeyter et al. 1990) at 37°C. Antibiotics were used at the fol-
lowing concentrations: ampicillin, 40 µg/ml; kanamycin, 50 
µg/ml; tetracycline, 10 µg/ml; chloramphenicol, 25 µg/ml; and 
gentamycin, 3 µg/ml. Chemically competent E. coli was trans-
formed using 10 to 150 ng of DNA in 50 µl of cells. After add-
ing DNA, cells were incubated for 10 min on ice and were 
heat shocked at 42°C for 30 s, and 250 µl of room-temperature 
SOC medium (Sambrook et al. 1989) was immediately added. 
The mixture was then incubated at 37°C for 1 h and plated on 
appropriate selective media. 
Electrocompetent X. albilineans. 
Liquid cultures of XALc_0557 mutants or the wild type in a 
total volume of 25 ml MW medium were grown at 28°C for 2 to 
3 days (to an optical density at 600 nm [OD600] = 0.4 to 0.7) 
with shaking at 125 rpm in a rotary water bath shaker. Cultures 
were chilled in ice water for 15 to 30 min and centrifuged at 4°C 
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at 3,200 × g for 15 min. Cells were gently washed first in 50 and 
then in 25 ml of ice-cold distilled water and centrifuged at 4°C 
at 3,200 × g for 15 min. Pellets were resuspended in 1 ml of 
sterile distilled water and stored as 50-µl aliquots at –80°C. 
Electroporation of X. albilineans. 
Electrocompetent X. albilineans cells were thawed on ice. 
Plasmid DNA or ligation mixes (1 to 5 µl or approximately 50 to 
150 ng) were added to prechilled cuvettes with 1-mm gaps and 
put on ice. Competent cells (40 µl) were pipetted into the 
cuvettes and incubated on ice for 30 s. Cells were electroporated 
at 1,800 kV using an Eppendorf 2510 electroporator (Westbury, 
NY, U.S.A.). Typically, time constants were between 5.6 and 
6.2. Immediately after electroporation, 900 µl of MW medium 
was added and cells were transferred to 14-ml Falcon tubes and 
allowed to recover at 28°C for 3 to 4 h. Transformed cells were 
plated on MW medium with appropriate antibiotics. 
Verification of EZ-Tn5 Stability in M768. 
Colony touch PCR of M768 was performed directly from 
cells growing on media containing SDS to verify that this 
strain was not a revertant and the transposon was still intact. 
Three different primer sets were used: i) Kan2FP (5′ ACC TAC 
AAC AAA GCT CTC ATC AAC C 3′) + ompAR1 (5′ AAA 
GCT TCA CTT GTT CTC GAC GTT CAG 3′), ii) Kan2RP 
(5′ GCA ATG TAA CAT CAG AGA TTT TGA G 3′) + 
ompAF2 (5′ AGG ATC CAA CCG ATG CCA CCA CGG AC 
3′), and iii) ompAF2 + ompAR1. Using M768 as PCR sub-
strate, primer set 1 should amplify a 437-bp band, set 2 a 
1,379-bp band, and set 3 a 2,884-bp band. The wild-type strain 
should not be amplified by primer sets 1 or 2, and should dis-
play a 1,663-bp amplicon with primer set 3. 
Construction of pLF004.4. 
A 1,156-bp fragment comprising the full-length XALc_0557 
predicted ORF, annotated as X. albilineans ompA1 and includ-
ing the native SD region, was amplified by PCR from strain 
XaFL07-1. Accuprime Taq High Fidelity polymerase (Invitro-
gen Corp., Carlsbad, CA, U.S.A.), 2× Failsafe Buffer D (Epi-
centre), primer ompAF1 (5′ CGG ATC CTG CCT CTA TCG 
TTT TAT CTC 3′) with an added BamHI site, and ompA R1 
(5′ AAA GCT TCA CTT GTT CTC GAC GTT CAG 3′) with 
an added HindIII site were used. PCR products were cloned 
into pCR2.1-TOPO (Invitrogen) and transformed into E. coli 
Mach 1 cells. Plasmid DNA was extracted and sequenced, re-
sulting in pLF003. The plasmid was digested sequentially with 
BamHI and HindIII and the resulting fragment was gel puri-
fied and ligated into broad-host-range, repW shuttle vector 
pUFR047 (DeFeyter et al. 1993), resulting in plasmid pLF004.4. 
Construction of pCT47.3. 
A 351-bp fragment corresponding to the C-Terminal OmpA 
C-like domain of XALc_0557 was amplified by PCR from 
XaFL07-1 using Accuprime Taq High Fidelity polymerase 
(Invitrogen), 2× Failsafe Buffer D (Epicentre), primer CTermF 
(5′ TG AAT TCA GGA GTC TAG ATG CTG AAG GGT GTC 
AAC TTT GAC TTC 3′) with an added EcoRI site and SD se-
quence, and primer CTermR (5′ TTA AGC TTA TCA CTT 
GTT CTC GAC GTT CAG CT 3′) with an added HindIII site. 
The PCR product was digested with EcoRI and HindIII and 
the resulting fragment was gel purified and ligated into 
pUFR047 and directly transformed into electrocompetent 
XALc_0557 M1152. Ten colonies were obtained. All colonies 
were screened using several primer sets to verify the presence 
of the gene within the vector. In all, 7 of the 10 colonies were 
PCR positive. Four of the seven colonies were inoculated in 
10-ml liquid cultures in MW medium and grown for 3 days, 
and plasmids were extracted and sequenced. Only one plasmid 
extracted from colony 3 had a sequence that was 100% identi-
cal to the expected XALc_0557 sequence, and this construct 
was given the name pCT47.3. 
Methylation of pLF004.4 and pRK-mopB. 
E. coli DH5α containing pPY0AAB27CH12, a plasmid con-
taining the methyltransferase gene XALc_2634 from X. albilin-
eans PC73 (Champoiseau et al. 2006b; Pieretti et al; 2009), was 
inoculated into 1 ml of LB broth supplemented with chloram-
phenicol. Cells were cultured at 37°C for 16 h. A 50-µl aliquot 
was inoculated in 10 ml of LB supplemented with chloram-
phenicol and incubated at 37°C for 2 h. Cells were transferred to 
a 40-ml Oakridge tube and pelleted at room temperature. The 
cell pellet was resuspended in 700 µl of cold 0.1 M CaCl2 solu-
tion, and 200-µl aliquots of cells were transferred to four sterile 
16-by-100-mm glass tubes and placed on ice. Approximately 
250 ng of plasmid DNA (pLF004.4 or pRK-mopB) was added 
to the cells and incubated on ice for 20 min. Tubes were trans-
Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study 
Strain Relevant characteristicsa Reference or sourceb 
Escherichia coli   
E. coli DH5α F–, endA1, hsdR17(rk–,mk+), supE44, λ-thi-1, recA1, gyrA96, relA1, Φ80lacZΔM15, Δ (lacZYA-
argF)U169, phoA 
Invitrogen Corp. 
E. coli Mach1-T1R F–, Φ80lacZΔM15, ΔlacX74, hsdR(rk–, mk+), ΔrecA1398, endA1, tonA (confers resistance to phage T1) Invitrogen Corp. 
E. coli TOP10 F–, mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), Φ80lacZΔM15, ΔlacX74, recA1, araD139, Δ(ara leu) 7697, galU, 
galK, rpsL, StrR, endA1, nupG 
 
Invitrogen Corp. 
XaFL07-1 Xanthomonas albilineans, wild-type strain isolated in Florida Rott et al. 2011 
M468 Nonpathogenic Tn5 mutant derivative of XaFL07-1; XALc_0557::EZ-Tn5, Knr Rott et al. 2011 
M768 Nonpathogenic Tn5 mutant derivative of XaFL07-1; XALc_0557::EZ-Tn5, Knr Rott et al. 2011 
M1152 Nonpathogenic Tn5 mutant derivative of XaFL07-1; XALc_0557::EZ-Tn5, Knr Rott et al. 2011 
Plasmids   
pPY0AAB27CH12 10.6-kb region from X. albilineans strain PC73 containing XALc_2634 (methyltransferase) cloned into 
pCNS, Cmr 
 
Pieretti et al. 2009 
pCR2.1-TOPO 3.9 kb; PCR cloning vector, Ampr, Knr Invitrogen Corporation 
pUFR047 8.6 kb; IncW, Mob+, lacZα+, Par+, Gmr, Ampr DeFeyter et al. 1993 
pLF003 5.0 kb; 1.1-kb region containing XALc_557 of XaFL07-1 cloned into pCR2.1-TOPO, Ampr, Knr This work 
pLF004.4 9.7 kb; 1.1-kb BamHI/HindIII fragment containing XALc_0557 from pLF003 cloned into pUFR047, 
Gmr, Ampr 
 
This work 
pCT47.3 8.9 kb; 351bp EcoRI/HindIII fragment containing the C-terminal OmpA domain of XALc_0557 of 
XaFL07-1 cloned into pUFR047, Gmr, Ampr 
 
This work 
pRK-mopB 11.7 kb; 1.1-kb region containing mopB of X. campestris pv. campestris cloned into pRK415, Tetr Chen et al. 2011 
a Amp = ampicillin, Gm = gentamicin, Kn = kanamycin, St = streptomycin, and Tet = tetracycline. PCR = polymerase chain reaction. 
b Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, U.S.A. 
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ferred to 42°C for 1 min and incubated on ice for an additional 
10 min. A volume of 1.8 ml of LB medium was added to each 
tube and cells were incubated without shaking at 37°C for 2 h. 
Aliquots of 100 µl were plated on PYGM agar supplemented 
with gentamycin and chloramphenicol. Methylation was verified 
by comparing the HincII restriction profile of methylated and 
unmethylated pLF004.4 or pRK-mopB extracts. 
SDS tolerance assay. 
MW agar medium was prepared as described above and 
autoclaved, and 10% filtered SDS in water was added to a final 
concentration of 25 ppm. X. albilineans wild-type and mutant 
cultures (2 to 3 days old) were streaked onto these plates and 
incubated at 30°C for 4 days, and relative growth was compared. 
Epiphytic survival bioassay. 
Tissue-cultured plantlets of CP68-1026 sugarcane exhibiting 
two to three fully expanded leaves were immersed for 5 s in a 
suspension of X. albilineans at 107 CFU/ml of distilled sterile 
water. After immersion, plantlets were placed in 200-by-20-
mm test tubes containing nutritive plant growth medium (Rott 
and Chagvardieff 1984), and incubated in a growth chamber at 
28°C with 12 h of light. Two weeks after inoculation, the up-
per and lower surfaces of leaves were imprinted on WSD se-
lective medium (Davis et al. 1994). The plates were examined 
for the presence or absence of bacterial colonies of X. albiline-
ans after 5 days of incubation at 28°C. 
Epiphytic survival was estimated by using a scale of 0 to 6, 
where 0 = no colonies in the leaf imprint, 1 = 1 to 50 colonies 
in the leaf imprint, 2 = more than 50 colonies and no confluent 
growth of bacteria in the leaf imprint, 3 = confluent growth of 
bacteria in less than 10% of the leaf imprint, 4 = confluent 
growth of bacteria in 10 to 40% of the leaf imprint, 5 = conflu-
ent growth of bacteria in 41 to 80% of the leaf imprint, and 6 = 
confluent growth of bacteria in 81 to 100% of the leaf imprint. 
EES was expressed as EES = 100 [(1 × N1 + 2 × N2 + 3 × N3 + 
4 × N4 + 5 × N5 + 6 × N6)/6 × NT], where Ni = number of the 
leaf surfaces with score i and NT = total number of leaf sur-
faces per plantlet. 
Plantlets were inoculated with wild-type strain XaFL07-1, 
XALc_0557 mutant M468, M468/pLF004.4, and sterile dis-
tilled water as control. Six plantlets were inoculated per strain 
and randomly distributed in the growth chamber. The experi-
ment was repeated independently once. 
Inoculation of sugarcane by decapitation. 
Suspensions of X. albilineans strains to be tested for patho-
genicity were standardized to OD600 = 0.30 ± 0.02 in sterile 
distilled water. Sugarcane CP80-1743 with at least three devel-
oped stalk internodes was inoculated with approximately 300 
to 600 µl of X. albilineans cell suspension by the decapitation 
method as described (Rott et al. 1997), in greenhouse condi-
tions. Briefly, leaves that had developed sufficiently to expose 
the dewlaps were numbered from the top of the stalk down-
ward and the tightly whorled leaf region between the third and 
fourth dewlaps, which usually included leaves attached to 
newly formed stalk nodes, was cut through with sterile pruning 
shears. The X. albilineans cell suspension was then applied 
with a pipette to the cut leaf surface, and the suspension was 
naturally drawn into the xylem. In each inoculation experi-
ment, at least eight plants were inoculated with each strain or 
water (as a control). 
Symptom assessments. 
One month postinoculation, visual observations of qualita-
tively assessed leaf symptoms were recorded for at least three 
emerging leaves per plant. The symptoms, expressed as dis-
ease severity on a scale of 0 to 6, were scored as follows: 0 = 
no symptoms, 1 = one to five pencil lines, 2 = six to ten pencil 
lines, 3 = more than 10 pencil lines, 4 = leaf chlorosis or less 
than 10% necrosis, 5 = 10 to 50% leaf necrosis, and 6 = more 
than 50% necrosis. 
Assessment of leaf colonization. 
One month postinoculation, leaves were sampled using scis-
sors sterilized with 95% ethanol. Leaves were cut with a scalpel 
into approximately 2-in. sections and weighed. Leaf tissue was 
sterilized by brief submersion in 95% ethanol and flaming. 
Sterilized leaf tissue was then chopped into small pieces using a 
sterile scalpel and forceps in plastic petri dishes and 1 ml of 
Tris-buffered saline buffer was pipetted onto the chopped leaf 
fragments. After 2 h of incubation at room temperature, homog-
enates were serially diluted and plated in triplicate on MW me-
dium supplemented with cephalexin at 25 mg/liter, novobiocin 
at 30 mg/liter, cycloheximide at 50 mg/liter, and benomyl at 
12.5 mg/liter (WCNCB medium) (Rott et al. 2011) and MW 
medium supplemented with kanamycin at 20 mg/liter, novobi-
ocin at 30 mg/liter, cycloheximide at 50 mg/liter, and benomyl at 
12.5 mg/liter (WKNCB medium) (Rott et al. 2011). Plates were 
incubated for 3 to 5 days at 30°C. 
Assessment of stalk colonization. 
Two months postinoculation, leaves were removed and 
stalks were cut at the soil level by sterile pruning shears. The 
rind of the stalk was cleaned with 95% ethanol and paper tow-
els. It was sprayed again with 95% ethanol and flame steri-
lized. Using sterilized pruning shears, the stalk was cut in be-
tween nodes and the cut section was pressed onto WCNCB 
and WKNCB for Tn5 mutants or MW medium supplemented 
with gentamycin at 3 mg/liter, novobiocin at 30 mg/liter, 
cycloheximide at 50 mg/liter, and benomyl at 12.5 mg/liter 
(WGNCB) for plasmid constructs with gentamycin resistance 
or MW medium supplemented with tetracycline at 10 mg/liter, 
novobiocin at 30 mg/liter, cycloheximide at 50 mg/liter, and 
benomyl at 12.5 mg/liter (WTNCB) for plasmid constructs 
with tetracycline resistance. Stalk colonization was assessed in 
10 locations: I – 4 (representing four internodes below the first 
stunted internode) through I + 5 (representing five internodes 
above the first stunted internode, called I0). Stalk colonization 
was quantified with the following scoring system: 0 = no bac-
terial colony in the stalk imprint, 1 = 1 to 10 colonies in the 
stalk imprint, 2 = more than 10 colonies or confluent growth of 
bacteria in less than 25% of the stalk imprint, 3 = confluent 
growth of bacteria in 25 to 75% of the stalk imprint, and 4 = 
confluent growth of bacteria in more than 75% of the stalk im-
print. ESC was expressed as ESC = 100 [(1 × N1 + 2 × N2 + 3 
× N3 + 4 × N4)/4 × NT], where Ni = number of internodes with 
score i and NT = total number of internodes. 
TEM. 
Bacteria that grew for 2 to 3 days on Wilbrink’s medium 
were fixed in a 4% glutaraldehyde and 0.1 M cacodylate buffer 
(pH 7.2), postfixed in 1% osmium tetroxyde, dehydrated using 
a series of acetone washes, and embedded in TAAB 812 epon 
resin. Ultrathin sections (60 nm) were mounted on collodion 
carbon-coated copper grids, contrasted using uranyl acetate 
and lead citrate, and examined at 80 kV with a transmission 
electron microscope (Jeol 100CX II). 
SEM. 
Bacteria that grew for 2 to 3 days on Wilbrink’s medium 
were deposited upon a polylysine coated cover glass and fixed 
with 2% glutaraldehyde in cacodylate buffer, pH 7.2, for 2 h at 
room temperature. Bacteria were then washed in cacodylate 
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buffer and fixed samples were dehydrated using a graded etha-
nol series (30 to 100%), followed by 2 min in hexamethyldisi-
lazane. Subsequently, the samples were coated with an approx-
imately 10-nm-thick gold film and examined with a scanning 
electron microscope (Hitachi S4000). 
DNA sequence analysis. 
ORF were predicted using pDRAW32 by AcaClone Software. 
Conserved OmpA domains were identified using BLASTp, 
and homologues of X. albilineans ompA1 were identified using 
the BLASTn algorithms from the National Center for Biotech-
nology Information. 
Transcription terminator analysis of EZ-Tn5 and Tn5. 
The DNA sequences of EZ-Tn5 and Tn5 were obtained from 
Epicentre and GenBank, respectively. Web-based transcrip-
tional terminator analysis sites ARNold and FindTerm, available 
from Softberry (Mount Kisco, NY, U.S.A.) were used with 
default settings. In the case of FindTerm, the default energy 
threshold setting was adjusted higher to allow detection of 
weaker terminators. 
Extraction of RNA, DNase treatment, and cDNA synthesis. 
X. albilineans strains were inoculated into liquid MW media 
supplemented with appropriate antibiotics and grown until 
early log stage (OD600 = 0.15 ± 0.02). Starter cultures were 
transferred to fresh media and grown until reaching OD600 = 
0.30 ± 0.10. RNA was immediately stabilized by the addition 
of 2 ml of RNAprotect Bacteria Reagant (Qiagen, Valencia, 
CA, U.S.A.) to 1 ml of culture. The mixture was vortexed for 5 
s, incubated at room temperature for 5 min, and centrifuged at 
3,700 × g for 15 min. The supernatant was poured off and 
RNA was extracted using the RNeasy Protect Bacteria Mini 
Kit (Qiagen) Protocol 4 (Enzymatic Lysis and Proteinase K 
Digestion of Bacteria) followed by Protocol 7 (Purification of 
Total RNA from Bacterial Lysate Using the RNeasy Mini Kit). 
All extracts were analyzed for yield and purity using a 
NanoDrop 2000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, 
Wilmington, DE, U.S.A.). The A260/A280 (absorbance) values 
of samples were 2.06 to 2.12 and the A260/A230 values were 
greater than 0.17, indicating that extracts were relatively free 
of protein contaminants. No RT controls in initial experiments 
revealed significant DNA contamination of RNA extracts. 
RNA extracts were diluted in nuclease-free water to 120 ng/µl, 
and contaminating DNA in RNA extracts was removed by 
treatment with TURBO DNA-free Kit (Ambion, Austin, TX, 
U.S.A.) according to the manufacturer’s protocol for “rigorous 
DNase treatment”, and RNA was reverse transcribed using the 
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen). 
Real-Time PCR. 
The expression of the mRNA corresponding to the N-terminal 
OM-channels domain was assayed using the primer set Omp-
ANtermF (5′ CTG GTT TCA ATT TCC AGG ACG 3′) + Omp-
ANtermR (5′ GTT CGG GTT CTG ATA GTT CAG 3′), which 
amplified a 125-bp fragment upstream of all EZ-Tn5 insertion 
sites. The expression of the mRNA corresponding to the C-ter-
minal OmpA C-like domain was assayed using primer set Omp-
ACtermF (5′ CAA CTT TGA CTT CAA CAA GTC G 3′) + 
OmpACtermR (5′ TTG TCG CTA CCG ATG GAG TC 3′), 
which amplified a 135-bp fragment between the insertion sites 
of M768 and M1152. The specificity of the two primer sets was 
initially assessed by conventional PCR. RT-qPCR reactions were 
carried out using the CFX96 Touch Real-Time PCR Detection 
System (Bio-Rad, Hercules, CA, U.S.A.). The reaction mixture 
contained 10 µl of 2× QuantiTect SYBR Green PCR Master 
Mix (Qiagen), 25 ng of cDNA, and 300 nM each primer in a 
total volume of 20 µl. Reactions were incubated at 95°C for 15 
min, and cycled 40 times at 94°C for 15 s, 58°C for 30 s, and 
72°C for 30 s. Standard curves were prepared to calculate the 
amplification efficiencies for the two primer sets across a linear 
dynamic range of six log10 concentrations, with r 2 = 0.990 and 
0.993 for the N-terminal and C-terminal primer sets, respec-
tively. Melting curve analyses were performed to assess the spe-
cificity of the products. Three technical replicates were per-
formed for each of two biological replicates, along with no-RT 
controls (NRTCs) and no-template controls (NTCs) for each 
strain and primer set. Of 74 NRTC runs, only 3 amplified, with 
Cq values of 38.93, 34.76, and 37.29. The mean Cq values of 
the corresponding samples were 14.50, 14.56, and 14.97, re-
spectively, indicating that the levels of DNA contamination were 
negligible. All NTC runs failed to amplify. Relative normalized 
expression levels were calculated with the Bio-Rad CFX Man-
ager Software Package 3.0. A correction factor to account for 
the difference in amplification efficiencies between the N-termi-
nal and C-terminal primer sets was applied and the wild-type 
strain was set as a control, with relative expression level set to 1. 
Student’s t tests (α = 0.05) were performed using the Bio-Rad 
CFX Manager Software Package 3.0. 
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Disease Notes 
 
First Report of Sugarcane Leaf Scald in Gabon Caused by a Highly Virulent and 
Aggressive Strain of Xanthomonas albilineans 
 
I. Mensi, J.-C. Girard, and I. Pieretti, CIRAD, UMR BGPI, F-34398 Montpellier, France; F. 
Larbre, SUCAF GABON, BP610, Franceville, Gabon; and P. Roumagnac, M. Royer, and P. 
Rott, CIRAD, UMR BGPI, F-34398 Montpellier, France 
 
During a disease inspection at the sugarcane estate SUCAF near Franceville, Gabon, in March 
2011, 0.5 to 1 cm wide chlorotic stripes covered with many small red streaks were observed 
on sugarcane (Saccharum spp.) leaves of a single plant of cultivar R581. After removal of the 
leaves covering the base of the stalks, abnormal development of basal side shoots was also 
observed. Transversal sections of a diseased stalk showed reddening of the vessels near the 
nodes. Circular, convex, smooth, shiny, translucent, non-mucoid, honey-yellow pigmented 
bacterial colonies were isolated from stalk pieces and side shoots on XAS selective agar 
medium (1). The nucleotide sequence of the 16S-23S internal transcribed spacer (ITS) of a 
representative colony was shown to be 100% identical to the 16S-23S ITS sequence from the 
genome of Xanthomonas albilineans strain GPE PC73 (GenBank: FP565176.1). This strain 
from Gabon was named GAB266. Sugarcane stalks of greenhouse grown cultivar CP68-1026 
were inoculated with X. albilineans strains XaFL07-1 from Florida, GPE PC73 from 
Guadeloupe, and GAB266. Five stalks were inoculated by the modified decapitation method 
(3) with each strain or with a water control. One month post-inoculation (MPI), white pencil 
lines and severe necrosis were observed on leaves inoculated with strains XaFL07-1 and GPE 
PC73, and no disease symptoms appeared on non-inoculated leaves that developed 2 to 3 
MPI. These results are in agreement with those generally obtained after inoculation of 
susceptible sugarcane cultivars with X. albilineans strains from various geographical locations 
under greenhouse conditions (Rott, unpublished results). In contrast, 1 MPI, only discrete 
white to red pencil lines were observed along with necrosis on leaves inoculated with strain 
GAB266, and by 2 to 3 MPI, all five inoculated plants were wilted. The pathogen was 
successfully reisolated by the stalk blot inoculation technique (3) with XAS medium, from all 
five inoculated stalks and from 98 of 114 internodes. In a second greenhouse experiment, the 
same three strains of X. albilineans were inoculated as described above into five sugarcane 
cultivars differing in resistance to leaf scald in Guadeloupe (2) (CP68-1026, highly 
susceptible; B69566, susceptible; R570, tolerant; B8008, resistant; Co6415, highly resistant). 
The same symptoms as those described above were again observed on inoculated leaves of 
the five sugarcane cultivars 1 MPI. Strains XaFL07-1 and GPE PC73 produced occasionally a 
single pencil line on non-inoculated leaves 2 to 3 MPI, but only strain GAB266 caused leaf 
scalding and/or plant death 2 to 3 MPI: cultivar CP68-1026 (5 of 5 plants), B69566 (5 of 5 
plants), R570 (4 of 5 plants), B8008 (5 of 5 plants), and only non-inoculated leaves of cultivar 
Co6415 remained symptomless (5 plants). Strain GAB266 from Gabon appeared, therefore, 
more virulent and aggressive than the two strains of X. albilineans from Florida and 
Guadeloupe. To our knowledge, this is the first report of leaf scald of sugarcane in Gabon and 
the first description of an unusual highly virulent and aggressive strain of X. albilineans. A 
large-scale survey needs to be undertaken to determine the distribution of leaf scald disease 
and this new pathotype/race of X. albilineans in Gabon and other geographical locations. 
 
References: (1) M. J. Davis et al. Plant Dis. 78:78, 1994. (2) P. Rott et al. Phytopathology 
87:1202, 1997 (3) P. Rott et al. Mol. Plant-Microbe Interact. 24:594, 2011. 
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Annexe 3 : Rott P, Fleites LA, Mensi I, Sheppard L, Daugrois JH, Dow M, Gabriel 
DW, 2013. The RpfCG two-component system negatively regulates the colonization 
of sugarcane stalks by Xanthomonas albilineans. Microbiology, 159:1149-1159. 
 
Abstract 
The genome of X. albilineans, the causal agent of sugarcane leaf scald, carries a gene cluster 
encoding a predicted quorum sensing system that is highly related to the diffusible signaling 
factor (DSF)-systems of the plant pathogens Xylella fastidiosa and Xanthomonas campestris. 
In these latter pathogens, a cluster of regulation of pathogenicity factors (rpf) genes encodes 
the DSF system and is involved in control of various cellular processes. Mutation of X. 
albilineans rpfF, encoding a predicted DSF synthase, in Florida strain XaFL07-1 resulted in a 
small reduction of disease severity (DS). Single knockout mutations of rpfC and rpfG 
(encoding a predicted DSF sensor and regulator, respectively) had no effect on disease 
severity or swimming motility of the pathogen. However, capacity of the pathogen to cause 
disease was slightly reduced and swimming motility was severely affected when rpfG and 
rpfC were both deleted. Similar results were obtained when the entire rpfGCF region was 
deleted. Surprisingly, when the pathogen was mutated in rpfG or rpfC (single or double 
mutations) it was able to colonize sugarcane spatially more efficiently than the wild type. 
Mutation in rpfF alone did not affect the degree of spatial invasion. We conclude that the DSF 
signal contributes to symptom expression but not to invasion of sugarcane stalks by X. 
albilineans strain XaFL07-1, which is mainly controlled by the RpfCG two-component 
system. 
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The genome of Xanthomonas albilineans, the causal agent of sugar cane leaf scald, carries a
gene cluster encoding a predicted quorum sensing system that is highly related to the diffusible
signalling factor (DSF) systems of the plant pathogens Xylella fastidiosa and Xanthomonas
campestris. In these latter pathogens, a cluster of regulation of pathogenicity factors (rpf) genes
encodes the DSF system and is involved in control of various cellular processes. Mutation of
Xanthomonas albilineans rpfF, encoding a predicted DSF synthase, in Florida strain XaFL07-1
resulted in a small reduction of disease severity (DS). Single-knockout mutations of rpfC and rpfG
(encoding a predicted DSF sensor and regulator, respectively) had no effect on DS or swimming
motility of the pathogen. However, capacity of the pathogen to cause disease was slightly
reduced and swimming motility was severely affected when rpfG and rpfC were both deleted.
Similar results were obtained when the entire rpfGCF region was deleted. Surprisingly, when the
pathogen was mutated in rpfG or rpfC (single or double mutations) it was able to colonize sugar
cane spatially more efficiently than the wild-type. Mutation in rpfF alone did not affect the degree
of spatial invasion. We conclude that the DSF signal contributes to symptom expression but not to
invasion of sugar cane stalks by Xanthomonas albilineans strain XaFL07-1, which is mainly
controlled by the RpfCG two-component system.
INTRODUCTION
Xanthomonas albilineans is a Gram-negative bacterium that
causes leaf scald, a lethal disease of sugar cane (Ricaud &
Ryan, 1989; Rott & Davis, 2000). This pathogen multiplies
in the xylem and systemically colonizes the entire host plant,
including the leaves, the stalk and the roots (Champoiseau
et al., 2006; Klett & Rott, 1994). Transmission occurs via
infected cuttings, contaminated harvesting tools and aerial
means. Disease symptoms vary from a single, white, narrow,
sharply defined leaf stripe to complete wilting and necrosis
of infected leaves, leading to plant death. Sugar cane leaves
may also emerge with extensive white chlorosis from which
the pathogen is sometimes absent. However, even if leaf
scald symptoms result from changes in the chlorenchyma
cells, Xanthomonas albilineans is constrained within the
xylem (Birch, 2001).
In contrast to other pathogenic xanthomonads, Xantho-
monas albilineans lacks a hypersensitive response and
pathogenicity (Hrp) type III secretion system (T3SS) that
delivers effector proteins or virulence factors from the
bacterial cytoplasm into the plant host cell (Pieretti et al.,
2009). The causal agent of leaf scald is also missing the gum
gene cluster that is involved in biosynthesis of xanthan
gum, an essential pathogenicity factor of Xanthomonas
species (Danhorn & Fuqua, 2007). Xanthomonas albili-
neans produces albicidin, a unique and specific toxin that
causes foliar symptoms of sugar cane leaf scald (Birch,
2001). However, albicidin-deficient strains of the pathogen
are still able to colonize the sugar cane stalk. Toxin-
deficient mutant isolates of strain XaFL07-1 from Florida
are even able to cause disease symptoms, showing that
albicidin is not always necessary for expression of leaf scald
symptoms (Rott et al., 2011). Other putative pathogenicity
factors of Xanthomonas albilineans include hypothetical
proteins, cell surface polysaccharides, a membrane fusion
protein conferring resistance to novobiocin, transport
proteins, TonB-dependent outer-membrane transporters
and an OmpA family outer-membrane protein (Pieretti
et al., 2012; Rott et al., 2011).
Abbreviations: DS, disease severity; DSF, diffusible signalling factor;
ESC, extent of stalk colonization; ESC-lo, extent of lower stalk
colonization; ESC-up, extent of upper stalk colonization; I, internode;
LB, Luria–Bertani; MW, modified Wilbrink; T3SS, type III secretion
system; USDA, United States Department of Agriculture.
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The genome of Xanthomonas albilineans also contains a
cluster of genes called regulation of pathogenicity factors
(rpf) (Pieretti et al., 2009). This cluster of genes encodes a
quorum sensing (also called cell–cell signalling) system that
controls several cellular and biological processes in Xylella
fastidiosa, Stenotrophomonas maltophilia and several species
of Xanthomonas (Barber et al., 1997; Chatterjee et al.,
2008b; Dow, 2008; Fouhy et al., 2007; He & Zhang, 2008;
Tang et al., 1991). The rpf gene cluster is especially used by
these pathogenic bacteria to regulate the expression of
factors contributing to virulence, such as extracellular
polysaccharides, extracellular enzymes and flagellum syn-
thesis (Dow et al., 2003; Guo et al., 2012; He et al., 2006;
Ryan & Dow, 2011; Wang et al., 2012). A signal molecule
called diffusible signalling factor (DSF) mediates this cell–
cell signalling. The rpfF gene has been shown to be required
for production of DSF (Barber et al., 1997; Newman et al.,
2004), which is a cis-unsaturated fatty acid (Wang et al.,
2004). Perception of DSF and signal transduction depends
on a two-component signal transduction system that
comprises the sensor kinase RpfC and the regulator RpfG
(He & Zhang, 2008; Ryan & Dow, 2011; Ryan et al., 2012).
The sensor RpfC is known to negatively regulate the
synthesis of DSF, and mutation of rpfC results in
overproduction of DSF. In contrast, mutation of rpfG has
a negative effect on DSF levels in Xanthomonas spp. (He
et al., 2010; Slater et al., 2000; Sun et al., 2010).
Phenotypes due to mutation in different rpf genes vary
according to the bacterial pathogen, from deficiency in
virulence to hypervirulence, thus suggesting that members
of the Xanthomonadaceae family have adapted their
signalling system to fit specific needs for colonization of
different hosts (Dow, 2008). In Xanthomonas species,
mutation of rpfF or rpfC results in reduction of virulence
(Dow et al., 2003; He & Zhang, 2008; Siciliano et al., 2006;
Thowthampitak et al., 2008). In contrast, in Xylella
fastidiosa, rpfF mutants are more virulent than the wild-
type strain when mechanically inoculated into plants
(Newman et al., 2004). However, DSF-deficient mutants
of this pathogen are affected in transmission by its insect
vector (sharpshooter leafhopper), showing that cell–cell
signalling controls the interactions of Xylella fastidiosa with
both plants and insects (Newman et al., 2004; Chatterjee
et al., 2008a). Furthermore, mutations of rpfF and rpfC
have opposite effects in Xylella fastidiosa. Mutation of rpfF
in this pathogen results in a bacterium that is able to spread
more extensively to xylem vessels and to reach higher
populations in these vessels than the wild-type strain
(Chatterjee et al., 2008b), whereas loss by mutation of the
sensor RpfC results in a bacterium deficient in movement
and multiplication within grapevine (Chatterjee et al.,
2008c).
Although a DSF-like molecule has been detected in
Xanthomonas albilineans by Wang et al. (2004), the
importance and role of DSF and of the different Rpf
proteins in this sugar cane pathogen have yet to be
described. We report herein the characterization of rpf
mutants of Xanthomonas albilineans. Our findings indicate
further diversification in the role of the different Rpf
components from that previously described for other
xanthomonads.
METHODS
Bacterial strains and culture conditions. Strain XaFL07-1 of
Xanthomonas albilineans was isolated in 2007 from a diseased sugar
cane leaf that was sampled at the United States Department of
Agriculture (USDA) Sugar Cane Field Station at Canal Point, FL. It
was cultured routinely at 28–30 uC on modified Wilbrink’s (MW)
agar medium containing sucrose (10 g), peptone (5 g), K2HPO4 .
3H2O (0.50 g), MgSO4 . 7H2O (0.25 g), Na2SO3 (0.05 g), agar (15 g)
and distilled water (1 l), pH 6.8–7.0 (Davis et al., 1994). Mutants of
XaFL07-1 were produced and cultured on the same medium
supplemented with appropriate antibiotics as described below. All
strains of Xanthomonas albilineans were stored at 280 uC as turbid
water suspensions and retrieved before mutagenesis or plant
inoculation by plating on MW agar medium supplemented with
appropriate antibiotics (Table 1). Escherichia coli strains were grown
on Luria–Bertani (LB) agar or in LB broth at 37 uC, and were
used and stored according to standard protocols (Sambrook et al.,
1989).
Production of rpf mutants by deletion mutagenesis. For splice-
overlap PCR (marker deletion), two regions approximately 1 kb long,
upstream and downstream of the target gene, were independently
PCR-amplified with their respective primer sets and cloned into
pUFR080, as described by Castan˜eda et al. (2005). Primer sequences
and PCR conditions for each target gene (rpfF, rpfG, rpfC) or gene
region (rpfG+rpfC, rpfG+rpfC+rpfF) are described in Table 2. Each
plasmid containing a splice-overlap PCR product that carried both
ends of the target ORF but not the target region was electroporated
into electrocompetent cells of Xanthomonas albilineans as described
by Rott et al. (2011). Following electroporation, 1 ml liquid GW
medium (MW medium without sucrose but supplemented with 10 g
glucose l21) was added to the mix and the culture was grown at 30 uC
for 2.5–4 h with shaking at 120 r.p.m. Culture aliquots (50 ml) were
then spread on GW agar plates containing 20 mg kanamycin l21. Six-
day-old colonies were subcultured on kanamycin-supplemented GW
medium, and the resulting culture was streaked on regular MW
medium containing sucrose to select for double recombination and
exchange of the target gene by the truncated target gene(s). Colonies
that grew on sucrose were analysed by PCR to verify deletion of target
gene(s) using various primer sets described in Table 2.
DSF production bioassays. To detect DSF production with
reporter strain Xanthomonas campestris pv. campestris 8523
pL6engGUS (Slater et al., 2000), strains to be tested were replicated
by stab inoculation into SPA [sucrose (20 g), peptone (5 g), agar
(15 g), distilled water (1 l), pH 6.8–7.0] or MW medium containing
40 mg 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-glucoronide (X-GlcA) over-
laid with 4 ml of a mix containing 2 ml 1.5% Noble agar (w/v), X-
GlcA (40 mg ml21) and 2 ml of reporter strain suspension (107 c.f.u.
ml21 sterile distilled water). The plates were then incubated at 28–
30 uC and, after 24–48 h incubation, DSF-producing strains were
identified by a blue halo around the test culture of Xanthomonas
albilineans.
Pathogenicity assays. All pathogenicity experiments were con-
ducted at University of Florida under greenhouse conditions using
healthy plants of sugar cane cultivar CP80-1743, moderately
susceptible to leaf scald. Inoculum of Xanthomonas albilineans was
prepared from 2 day-old agar cultures. Sugar cane stalks with at least
P. Rott and others
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four internodes were inoculated with 108 c.f.u. ml21 bacterial
suspensions in sterile distilled water by a decapitation method, as
described by Rott et al. (2011). In this method, the spindle leaves on a
stalk were cut off just below the third visible dewlap with pruning
shears and 0.2–0.5 ml inoculum was then deposited onto the cut
surface. In each pathogenicity assay, sugar cane stalks were distributed
in the greenhouse using a randomized complete block design with
three to eight replications of one plant each.
Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study
Strain Relevant characteristics* Reference or
source
E. coli
E. coli DH5a F2 endA1 hsdR17(rk
2mk
+) supE44 y-thi-1 recA1 gyrA96 relA1 w80lacZDM15
D(lacZYA-argF)U169
Invitrogen
E. coli Mach1-T1R F2 w80lacZDM15 DlacX74 hsdR(rk
2mk
+) DrecA1398 endA1 tonA
(confers resistance to phage T1)
Invitrogen
E. coli TOP10F’ F9 [lacIq Tn10 (TetR)] mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) w80lacZDM15 DlacX74
recA1 araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL Strr endA1 nupG
Invitrogen
Xanthomonas spp.
8523 Xanthomonas campestris pv. campestris, DSF2, Rifr Tang et al. (1991)
8523/pL6engGUS Xanthomonas campestris pv. campestris 8523 containing pL6engGUS
(pLAFR6, engXCA : gusA fusion), DSF2, Tcr
Slater et al. (2000)
XaFL07-1 Xanthomonas albilineans, wild-type from Florida, DSF+ Rott et al. (2011)
XaFL07-1 derivativesD
DrpfF M15 DrpfF, DSF2 This work
DrpfG M6 DrpfG, defective in DSF receptor protein RpfG, DSF+ This work
DrpfC M29 DrpfC, defective in DSF receptor protein RpfC, DSF+ This work
DrpfGC M9 DrpfG DrpfC, defective in DSF receptor proteins RpfG and RpfC, DSF+ This work
DrpfGCF M15 DrpfF DrpfG DrpfC, DSF2 and defective in DSF receptor proteins RpfG and RpfC This work
DrpfGCF M17 DrpfF DrpfG DrpfC, DSF2 and defective in DSF receptor proteins RpfG and RpfC This work
Plasmids
pCR2.1-TOPO 3.9 kb; PCR cloning vector, Ampr Knr Invitrogen
pCR8/GW/TOPO 2.8 kb; PCR cloning vector, Spr Invitrogen
pUFR047 8.6 kb; IncW, Mob+, lacZa+, Par+, Gmr Ampr De Feyter et al.
(1993)
pUFR080 7.8 kb; sacB gene cloned into DraIII site of pAC3.1, ColE1, Mob+, lacZa+
sacB, Cmr Knr
Castan˜eda et al.
(2005)
pPR010 5.0 kb; 2.2 kb rpfC-AD splice-overlap fragment cloned into pCR8/GW/TOPO, Spr This work
pPR011 5.0 kb; 2.2 kb rpfG+rpfC-AD splice-overlap fragment cloned into pCR8/GW/TOPO, Spr This work
pPR013 6.1 kb; 2.2 kb rpfG-AD splice-overlap fragment cloned into pCR2.1-TOPO, Ampr Knr This work
pPR016 6.1 kb; 2.1 kb rpfG+rpfC+rpfF-AD splice-overlap fragment cloned into pCR2.1-TOPO,
Ampr Knr
This work
pPR017 18.3 kb; 9.7 kb BamHI digested rpfB-prfB fragment from pPYOAAB9CC10 cloned into
pUFR047, Gmr Ampr
This work
pPR017Met pPR017 transformed into chemically competent cells of E. coli containing
pPY0AAB27CH12, Gmr Ampr
This work
pPR021 10.1 kb; 2.3 kb HindIII–XbaI rpfG-AD fragment from pPR013 cloned into pUFR080, Cmr Knr This work
pPR022 10.0 kb; 2.1 kb EcoRI rpfC-AD fragment from pPR010 cloned into pUFR080, Cmr Knr This work
pPR023 9.7 kb; 2.0 kb EcoRI rpfG+rpfC-AD fragment from pPR011 cloned into pUFR080, Cmr Knr This work
pPR024 10 kb; 2.2 kb HindIII–XbaI rpfG+rpfC+rpfF-AD fragment from pPR016 cloned into
pUFR080, Cmr Knr
This work
pPR026 6.1 kb; 2.2 kb rpfF-AD splice-overlap fragment cloned into pCR2.1-TOPO, Ampr Knr This work
pPR027 10.0 kb; 2.3 kb HindIII–XbaI rpfF-AD fragment from pPR026 cloned into pUFR080, Cmr Knr This work
pPYOAAB9CC10 15.3 kb genomic fragment from Xanthomonas albilineans GPE PC73 containing the
rpf gene cluster and cloned into pCNS, Cmr
Pieretti et al. (2009)
pPYOAAB27CH12 10.6 kb genomic fragment from Xanthomonas albilineans GPE PC73 containing ORF
XALc_2634 (methyltransferase) and cloned into pCNS, Cmr
Pieretti et al. (2009)
*Amp, ampicillin; Gm, gentamicin; Cm, chloramphenicol; Kn, kanamycin; Rif, rifampicin; Sp, spectinomycin; Str, streptomycin; Tet, tetracycline;
DSF, diffusible signal factor.
DAll deletion derivatives were made by splice-overlap PCR at the indicated XaFL07-1 locus.
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Scoring of symptoms caused by Xanthomonas albilineans.
Leaf scald symptoms were recorded on emerging leaves one month after
inoculation using a symptom severity scale ranging from 0 to 6, where
05no symptoms, 15one to five pencil-line stripes, 25six to ten pencil-
line stripes, 35more than ten pencil-line stripes, 45leaf chlorosis or less
than 10% leaf necrosis, 5510–50% leaf necrosis and 6551–100% leaf
necrosis (Rott et al., 2011). Inoculated stalks were rated individually and
disease severity (DS) for each stalk was based on the average score of the
three inoculated leaves showing the most severe symptoms.
Determination of sugar cane stalk colonization by
Xanthomonas albilineans. Populations of Xanthomonas albilineans
were determined in 12 (internodes I25 to I+6) to 15 (I25 to I+9) stalk
locations by the stalk blot inoculation technique two months after
inoculation. Internodes I0 to I+4 corresponded to the location of the five
stalk internodes that showed reduced growth after mechanical plant
inoculation using the decapitation method, which cuts leaves still
attached to their internodes (the decapitation site is above the growing
point). These reduced-growth internodes were attached to the inoculated
leaves and were therefore considered to be entry points of the pathogen
into the sugar cane stalk. Stalks were destructively sampled individually by
cutting at the soil level with pruning shears. The rind of the stalk was
cleaned with absorbent paper and flamed with alcohol to ensure external
sterilization. Each stalk location was then aseptically cut transversally, in
themiddle, with sterile pruning shears. Pruning shears were systematically
flamed with alcohol between each stalk location and each stalk. Cut
sections of stalk internodes were all pressed onto two plates each of
WCNCB medium (MW agar medium supplemented with 25 mg
cephalexin l21, 30 mg novobiocin l21, 50 mg cycloheximide l21 and
12.5 mg benomyl l21) (Rott et al., 2011).
Growth of Xanthomonas albilineans was recorded after 5–6 days of
incubation of agar plates at 30 uC. Pathogen population densities were
assessed in each internode using a 0–4 scale, where 05no bacterial colony
in the stalk imprint, 15one to ten colonies in the stalk imprint, 25more
than ten colonies or confluent growth of bacteria in less than 25% of the
stalk imprint, 35confluent growth of bacteria in 25–75% of the stalk
imprint, 45confluent growth of bacteria in more than 75% of the stalk
imprint. Extent of stalk colonization (ESC) was expressed as ESC5100
[(16N1+26N2+36N3+46N4)/46NT], where Ni5number of
internodes with score i and NT5total number of internodes.
Swimming motility of Xanthomonas albilineans. Swimming
motility was assayed with MW medium and SPA medium, both
containing only 0.25% (w/v) agar. Strains were stab inoculated with a
sterile loop to the bottom of the Petri dish, and all plates were
inoculated at least in triplicate (Rott et al., 2011). Swim plates were
incubated at 30 uC, and the diameter of haloes due to bacterial
migration was measured 6–11 days post-inoculation.
Cloning of rpf genes and complementation. A gene cluster from
rpfB to prfB comprising rpfF, rpfC and rpfG of Xanthomonas albilineans
GPE PC73 was cut from pPYOAAB9CC10 with BamHI and ligated into
the same sites of pUFR047 to make pPR017 (Table 1). Plasmid pPR017
were electroporated into electrocompetent cells of Xanthomonas
albilineans as described by Rott et al. (2011). Following electroporation,
1 ml liquid MW medium was added to the mix and the culture was
grown at 30 uC for 2.5 h with shaking at 120 r.p.m. Culture aliquots
(50 ml) were then spread on MW agar plates containing 3 mg
gentamicin l21. Six-day-old colonies were subcultured on gentamicin-
supplementedMWmedium and stored at280 uC upon further testing.
The genome of sequenced Xanthomonas albilineans strain GPE PC73
contains a restriction enzyme gene (XALc_2635) that is associated
with a methyltransferase gene (XALc_2634), and methyltransferases
are known to protect host DNA from cleavage by its own restriction
Table 2. Primers and conditions used in this study
Primer name Sequence* Tm (6C)D Gene/region amplified
For splice-overlap PCR
rpfF-A1 CCTCGGCACCACCATCGCCAA 66 rpfF upstream DNA
rpfF-B1 TCATACGCGTTCAGATCTTATCAATGACGCCACGGTCCGCGA 66 rpfF upstream DNA
rpfF-C1 TAAGATCTGAACGCGTATGAGTGGATGCTACACCTTGGTACAC 66 rpfF downstream DNA
rpfF-D1 ATGCTGACCCATCGCAACCTGG 66 rpfF downstream DNA
rpfG-A1 GAAGTGGAAACGCCAATGATGCA 65 rpfG upstream DNA
rpfG-B3 TCATACGCGTTCAGATCTTATCAGGCACAGCGCGGGCTACTG 65 rpfG upstream DNA
rpfG-C4 TAAGATCTGAACGCGTATGACTGGACCATGGATGCGACACTC 64 rpfG downstream DNA
rpfG-D1 CGCACACGGATGTCGACCTTAC 64 rpfG downstream DNA
rpfC-A1 GATCAAACATCCGCCCGCACGA 65 rpfC upstream DNA
rpfC-B5 TCATACGCGTTCAGATCTTATCACACGTCACACCCCCGGTCG 65 rpfC upstream DNA
rpfC-C5 TAAGATCTGAACGCGTATGAGGGGTGCTAAACCGGGCTATTC 65 rpfC downstream DNA
rpfC-D1 TACAAGCAGCCGCGCATCGTC 65 rpfC downstream DNA
For deletion confirmation
rpfFXaF5 GCGCACGGCTTCTCAGTTA 57 rpfF internal fragment
rpfFXaR5 TTCTGTGCGTCGGGTCTGC 57 rpfF internal fragment
rpfGXaF1 CGATCTGTTGCTGCTCGACT 57 rpfG internal fragment
rpfGXaR1 GAATCGCTTCGCCGACCAA 57 rpfG internal fragment
rpfCXaF1 GTCCCCGTTCCTCCTTGTCC 61 rpfC internal fragment
rpfCXaR1 ATCCAGCACCTCCTCGACCA 61 rpfC internal fragment
Splice-overlap PCR primers See above
*Underlined sequences indicate homology regions added for splice-overlap PCR. All primer sequences are from 59 to 39.
DMelting temperature used.
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enzymes and have been used experimentally for this purpose (Geier &
Modrich 1979; DeFeyter & Gabriel, 1991). Plasmid pPR017 was
therefore transferred from E. coli DH5a into E. coli DH5a containing
plasmid pPY0AAB27CH12 (including methyltransferase XALc_2634)
to make pPR017Met (Table 1), which was then used for comple-
mentation experiments.
Statistical analysis. Statistical analyses were performed with SAS
version 9.2 (SAS Institute). To perform variance analysis with
independent samples, DS and stalk colonization data were arcsin
transformed to stabilize variance with the function [y5arcsin!(sm21)]
for each replication, with s being the read score and m being the
upper limit of the score. For DS, y5arcsin[!(DS/6)] and for stalk
colonization, y5arcsin[!(ESC/100)]. Data for stalk size (y5stalk size
in cm) were not transformed. Variance analyses were performed
under GLM procedure with model y5strain for DS, ESC and stalk
size, and strains were compared using the test of Student–Newman–
Keuls (SNK option under means statement in GLM procedure).
RESULTS AND DISCUSSION
Organization of the rpf gene cluster in
Xanthomonas albilineans
In Xanthomonas albilineans strain GPE PC73, which is
completely sequenced (Pieretti et al., 2009), the rpf cluster
comprises six genes (rpfA, rpfB, rpfF, rpfC, rpfG and rpfE)
with similar organization to that in other Xanthomonas
species, Stenotrophomonas maltophilia and Xylella fastidiosa.
Importantly, the Xanthomonas albilineans genome carries
rpfF, which is predicted to encode the DSF synthase and is
convergently transcribed to rpfC and rpfG which encode a
complex two-component system implicated in DSF signal
transduction in other bacteria. The amino-acid sequences of
RpfF, RpfC and RpfG of Xanthomonas albilineans strain GPE
PC73 show high similarity to those in other xanthomonads
(62–97%); in BLASTP comparisons (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi) with Xanthomonas campestris pv. campestris
for example, E values were all less than 102100 and
homologies exist throughout the length of the proteins.
Effects of mutation of rpf genes on DSF
production by Xanthomonas albilineans strain
XaFL07-1
Deletion mutagenesis was performed to generate mutants
of rpfF (DrpfF M15), rpfG (DrpfG M6), rpfC (DrpfC M29),
rpfGC (DrpfGC M9) and rpfGCF (isolates DrpfGCF M15
and DrpfGCF M17). All mutants were verified by PCR
analysis using primers flanking the deleted gene location
(Table 2). As expected, the rpfF and rpfGCFmutants did not
produce any detectable DSF, as shown by a clear zone
around the bacterial cultures, in contrast to XaFL07-1,
which showed a blue halo within 48 h of growth (Table 3).
The rpfG, rpfC and rpfGCmutants exhibited a blue halo that
was larger than the one shown by the wild-type strain,
indicating overproduction of DSF by these mutant strains.
The finding of DSF overproduction by the rpfC mutant is
consistent with the effects of mutation of this gene in other
Xanthomonas species and Xylella (Chatterjee et al., 2008c;
Slater et al., 2000; Wang et al., 2004). However, mutation of
rpfG in other Xanthomonas species gives rise to a reduction
in DSF synthesis (He et al., 2010; Slater et al., 2000; Sun et al.,
2010), indicating a diversification of Rpf function.
DS and sugar cane stalk colonization by rpf
mutants of Xanthomonas albilineans
All rpf single, double and triple mutants and the wild-type
strain XaFL07-1 were inoculated into sugar cane in a
greenhouse experiment. All strains of the pathogen produced
disease symptoms in the leaves, which included pencil lines,
chlorosis and leaf necrosis (Fig. 1) and reduced the growth of
sugar cane (Fig. 2), so that the size of stalk internodes 0–7 was
more reduced than those of the control plants inoculated
with water. Two months after inoculation, all mutants were
also successfully reisolated from the inoculated sugar cane
plants by the stalk blot inoculation technique.
DS of the rpfF mutant (DrpfF M15) was slightly reduced
when compared with the two wild-type isolates of
Xanthomonas albilineans XaFL07-1, whereas DS of the
mutant strains DrpfC M29 and DrpfG M6 was similar to DS
caused by the wild-type isolates (Table 4). However, DS of
the double mutant DrpfGC M9 and triple mutant isolates
Table 3. Characteristics of Xanthomonas albilineans XaFL07-
1 and rpf mutants
Strain DSF production* Swimming motilityD
XaFL07-1 A + +++
XaFL07-1 Bd + +++
DrpfF M15 2 ++ to +++
DrpfG M6 ++ +++
DrpfC M29 ++ +++
DrpfGC M9 ++ +
DrpfGCF M15 2 +
DrpfGCF M17 2 +
*Determined using Xanthomonas campestris 8523/pL6engGUS (Table
1). DSF production identified by a blue halo around the test culture
of Xanthomonas albilineans is assessed as diameter of the blue halo
compared with wild-type XaFL07-1. 2, No DSF production (no blue
halo); +, DSF production level of wild-type (diameter of blue halo
12–14 mm); ++, production of more DSF than wild-type (over-
production of DSF: diameter of blue halo 17–29 mm). Data are from
at least two independent assays with four to six replications per assay.
DDetermined in 0.25% MW or SPA agar medium. Swimming
motility of Xanthomonas albilineans is rated as size of growth halo in
agar medium compared with wild-type XaFL07-1. +, Severely
reduced motility (Fig. 3; growth halo 13–15 mm); ++, reduced
motility (growth halo 21–23 mm); +++, motility equal or similar
to wild-type (growth halo 25–30 mm). Data are from at least three
independent assays with three replications per assay. In each assay,
differences in halo diameters between strains of the different motility
groups were statistically significant (data not shown).
dFreshly isolated from a symptomatic inoculated sugar cane plant.
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DrpfGCF M15 and DrpfGCF M17 was slightly reduced
when compared with the two isolates of Xanthomonas
albilineans XaFL07-1 (Table 4).
In addition to assessing disease symptoms, the ability of the
different bacterial strains to move in the sugar cane stalk was
examined. In two initial experiments, where only two to
three stalks were analysed per mutant, the rpfGM6 and rpfC
M29 mutants appeared to be able to move in the stalk more
effectively than the wild-type. In the first of these inoculation
trials, mutant DrpfC M29 was found in 33 of 33 (100%)
internodes, whereas Xanthomonas albilineans XaFL07-1 was
found in 24 of 36 (67%) internodes. In the second trial,
DrpfG M6, DrpfGC M9 and DrpfGCF M17 were found in 24
of 25 (96%), 20 of 26 (77%) and 23 of 26 (88%) internodes,
respectively, whereas Xanthomonas albilineans XaFL07-1
was found in 29 of 38 (76%) internodes.
These observations prompted us to investigate more closely
the capacity of the rpf mutants to move spatially in sugar
cane stalks. The two wild-type isolates and six rpf mutant
strains were successfully reisolated from internodes of
inoculated stalks and the number of infected internodes
and efficacy of internode colonization was expressed as
extent of entire stalk colonization (ESC), extent of lower
stalk colonization (ESC-lo) and extent of upper stalk
colonization (ESC-up). ESC and ESC-lo of the DSF-
deficient mutant (DrpfF M15) were not different from
those of the two isolates of Xanthomonas albilineans
XaFL07-1 (Table 4), although ESC-up of DrpfF M15 (85)
was slightly lower than ESC-up of the two wild-type
isolates (93–97). In contrast, ESC of all mutants affecting
the RpfCG two-component system (DrpfG M6, DrpfC M29,
DrpfGC M9, DrpfGCF M15 and DrpfGCF M17) showed
higher ESC than the two wild-type isolates of Xanthomonas
albilineans (Table 4 and Fig. 2). The difference in stalk
colonization between these mutants and the wild-type
isolates was restricted to the lower part of the stalk (ESC-
lo) and was not found in the upper part (Table 4).
Swimming motility of rpf mutants of
Xanthomonas albilineans
The effects of mutation of rpfG and rpfC on colonization of
stalks by Xanthomonas albilineans prompted us to examine
the influence of these genes on expression of swimming
motility, a factor that might influence colonization and
virulence, as has been shown in other models (Ryan &
Dow, 2011). Swimming motility of the mutant strains
DrpfF M15, DrpfG M6 and DrpfC M29 was similar to
swimming motility of wild-type strain Xanthomonas
albilineans XaFL07-1 (Table 3 and Fig. 3). In contrast,
mutant DrpfGC M9 and mutant isolates DrpfGCF M15 and
DrpfGCF M17 were severely affected in motility when
compared with the wild-type (motility assessed indepen-
dently three times) (Table 3 and Fig. 3). Swimm-
ing motility does therefore not appear essential for
(a)
(c) (d)
(b)
PL
N
N
PL
N
PL
Fig. 1. Leaf scald symptoms caused by Xanthomonas albilineans after inoculation of sugar cane cultivar CP80-1743. (a)
Symptomless leaf inoculated with water (control). Pencil-line stripes (PL) and necrosis (N) on leaves produced by (b) wild-type
XaFL07-1 (WT), (c) mutant DrpfC M29 (DSF sensor deficient) and (d) mutant DrpfGCF M17 (deficient in DSF synthase and
RpfGC DSF transduction system). All leaves were photographed 1 month after plant inoculation.
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Xanthomonas albilineans in planta because mutant DrpfGC
M9 and mutant isolates DrpfGCF M15 and DrpfGCF M17
were able to colonize the sugar cane stalk more efficiently
than the wild-type strain of the pathogen, as did mutants
DrpfGM6 and DrpfCM29. Mutant DrpfGCM9 and mutant
isolates DrpfGCF M15 and DrpfGCF M17 were, however,
slightly affected in DS observed on leaves, suggesting the
use by Xanthomonas albilineans of different colonization
mechanisms in the leaf and in the stalk. Swimming motility
may not be used by the pathogen to spread or move within
the xylem, and the polar flagellum of Xanthomonas
albilineans may even not be produced in planta. Xylella
fastidiosa is a non-flagellated bacterium that colonizes the
host xylem using type IV pili and twitching motility (Li
et al., 2007; Chatterjee et al., 2008a). Xanthomonas
albilineans may similarly use type IV pili, which are found
in the Xanthomonas albilineans genome, to spread in the
sugar cane xylem.
In Xanthomonas species and Xylella fastidiosa, biofilm
formation is essential for virulence and is controlled by
DSF (Chatterjee et al., 2010; Dow, 2008; Dow et al., 2003;
He & Zhang, 2008; Ryan & Dow, 2011; Torres et al., 2007).
However, microscopic observations of rpf mutants of
Xanthomonas albilineans in inoculated plants showed that
these mutants were still able to form bacterial aggregates in
xylem vessels (I. Mensi, unpublished data), suggesting that
DSF does not control biofilm formation in this pathogen.
Complementation of rpfmutants of Xanthomonas
albilineans
Initial attempts to complement rpf mutants of Xantho-
monas albilineans XaFL07-1 with plasmid pPR017 (con-
taining gene cluster rpfB to rpfG) failed. Only a few
colonies grew on gentamicin-supplemented MW medium
after transfer of pPR017 into Xanthomonas albilineans by
electroporation, and no restoration of wild-type pheno-
types such as motility was obtained. Restriction analyses of
plasmids purified from colonies of Xanthomonas albili-
neans transformed with pPR017 showed that these bacteria
contained rearranged versions of this plasmid lacking most
if not all of the plasmid DNA insert. In contrast, more than
1000 colonies were obtained by transformation with the
empty shuttle vector, pUFR047. It was therefore hypothes-
ized that rearrangements of plasmid pPR017 after transfer
into Xanthomonas albilineans were due to the presence of a
restriction enzyme gene in the genome of Xanthomonas
albilineans XaFL07-1. Plasmid pPR017 was therefore
methylated by transfer into E. coli DH5a containing
plasmid pPY0AAB27CH12 (including methyltransferase
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Fig. 2. Sugar cane stalks inoculated with Xanthomonas albilineans. (a) Effect of Xanthomonas albilineans on sugar cane
growth: reduced internode size of stalks caused by wild-type XaFL07-1 (stalks labelled wt) and mutant DrpfF M15 (stalks
labelled DrpfF) compared with distilled water (stalk labelled C). White vertical bars represent growth size of seven internodes 2
months after inoculation and removal of leaves. (b) Extent of stalk colonization by Xanthomonas albilineans, 2 months after
inoculation of sugar cane with wild-type XaFL07-1 (WT) and mutant DrpfC M29 (DrpfC). The vertical lines indicate maximum
distance reached by each strain within the sugar cane stalk.
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Table 4. Pathogenicity of Xanthomonas albilineans XaFL07-1 and rpf mutants in sugar cane cultivar CP80-1743 2 months after
inoculation
The experiment was set up in a greenhouse in Gainesville (University of Florida) using a randomized complete block design with eight replications
of one plant each. Sugar cane cultivar CP80-1743 was inoculated with each strain at 108 c.f.u. ml21. Control plants inoculated with distilled water
were symptomless and free of the pathogen, and data for these plants are not included in variance analysis except for stalk size.
Pathogenicity parameter*Strain
Disease severity
(DS)
Extent of entire stalk
colonization (ESC)
Extent of lower stalk
colonization (ESC-lo)D
Extent of upper stalk
colonization (ESC-up)d
Stalk size (internodes
0–7) (cm)
XaFL07-1A 5.2 (1.21)ab 76 (1.07)c 39 (0.67)c 94 (1.40)ab 21a
XaFL07-1B 5.3 (1.23)ab 79 (1.09)c 42 (0.70)c 97 (1.45)ab 25a
DrpfF M15 4.1 (0.97)c 66 (0.95)c 28 (0.51)c 85 (1.18)c 25a
DrpfG M6 5.6 (1.29)a 96 (1.45)ab 88 (1.36)a 100 (1.57)a 19a
DrpfC M29 5.3 (1.23)ab 99 (1.50)a 96 (1.45)a 100 (1.57)a 25a
DrpfGC M9 4.4 (1.03)c 94 (1.34)ab 88 (1.29)a 97 (1.44)ab 25a
DrpfGCF M15 4.3 (1.01)c 90 (1.28)b 76 (1.12)ab 97 (1.45)ab 24a
DrpfGCF M17 4.5 (1.05)c 91 (1.30)b 77 (1.12)ab 98 (1.46)ab 26a
Water (control) – – – – 43b
*DS and ESC values are on a 0–6 and 0–100 scale, respectively. Variance analysis of DS and ESC data was performed after arcsin square root
transformation of data expressed as proportions (DS/6 and ESC/100). Means in parentheses are arcsin square root transformed data expressed as
proportions (DS/6 and ESC/100). In each column, transformed DS and ESC values followed by the same letter are not significantly different at
P50.05 according to the Student–Newman–Keuls (SNK) test. Variance analysis of stalk size was performed without transformation of data and
values followed by the same letter are not significantly different according to the t-test (P,0.001).
DStalk internodes I25 to I21.
dStalk internodes I0 to I+9.
(a) (b) (c)
(d) (e) (f)
Fig. 3. Swimming motility of Xanthomonas albilineans in modified Wilbrink’s 0.25% agar medium. (a) Wild-type XaFL07-1
(WT), (b) mutant DrpfC M29 (DSF sensor deficient), (c) mutant DrpfG M6 (DSF regulator deficient), (d) mutant DrpfGC M9
(deficient in RpfGC DSF transduction system), (e) mutant DrpfGCF M15 (deficient in DSF synthase and RpfGC DSF
transduction system) and (f) mutant DrpfGCF M17 (deficient in DSF synthase and RpfGC DSF transduction system). Pictures
were taken 12 days after stab inoculation of the medium.
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XALc_2634), creating pPR017Met (Table 1), and then used
to complement the rpf mutants.
Transfer of plasmid pPR017Met into DrpfGCF M17
resulted in growth of more than 1000 colonies after
inoculation of the selective medium with 50 ml of
electroporated cells. Transfer of pPR017Met into DrpfGC
M9 yielded about 10 times fewer colonies (.100). In
repeated trials, transfer of plasmid pPR017Met into DrpfG
M6 and DrpfC M29 produced 0–10 colonies whereas
transfer of empty vector pUFR047 resulted in growth of
more than 1000 colonies of these two mutants. These
results indicated that plasmid pPR017Met was not stable in
DrpfG M6 and DrpfC M29, and these transformed strains
were therefore not further investigated.
After transformation with plasmid pPR017Met, swimming
motility of DrpfGC M9 and DrpfGCF M17 was restored and
even increased when compared with swimming motility of
wild-type strain XaFL07-1 carrying pUFR047: complemen-
ted mutants showed increased swimming capacity as
shown by the larger swimming haloes when compared
with the corresponding strains containing empty vector
pUFR047 (mean of 10 replications: 57 mm versus 17 mm
and 84 mm versus 17 mm for mutants DrpfGC M9 and
DrpfGCF M17, respectively) (see also Fig. 4).
Two months after inoculation of sugar cane stalks (nine
plants per strain), no difference in stalk colonization was
observed between DrpfGC M9 and this mutant complemen-
ted with plasmid pPR017Met. This plasmid was most
probably not stable in planta without antibiotic (gentamicin)
pressure. However, ESC of DrpfGCF M17+pPR017Met was
lower than ESC of DrpfGCFM17+pUFR047 (46 versus 65 in
a first experiment and 29 versus 67 in a second experiment),
thus confirming negative regulation of spread of Xantho-
monas albilineans in the stalk by the rpf gene cluster.
Concluding remarks
Colonization of the sugar cane stalk by Xanthomonas
albilineans is an important feature in disease progress and
resistance of sugar cane to leaf scald (Rott et al., 1994,
1997). The Rpf/DSF cell–cell signalling system is required
for full virulence of Xanthomonas albilineans, but it is not
essential for production of disease symptoms and invasion
of the sugar cane stalk by the pathogen. Nevertheless, this
system may be critical at other phases of the disease cycle,
such as in dissemination. In addition, leaf scald is known to
be a latent disease and the sugar cane plant can be infected
for weeks or months without exhibiting any disease
symptoms (Rott & Davis, 2000). This latency period comes
to an end for unknown reasons and cell–cell signalling and
the action of the Rpf proteins might be involved in this
phenomenon.
The role of DSF in Xanthomonas albilineans remains
enigmatic. DSF did not appear to be essential for production
of albicidin, a virulence factor for Xanthomonas albilineans,
since the rpfF mutant was able to produce the characteristic
pencil-line symptom that is attributed to this toxin (Birch,
2001). The rpfF mutant also affected growth of sugar cane
stalks like the wild-type strain of Xanthomonas albilineans.
DSF might be essential for interactions with another host of
the pathogen. Xanthomonas albilineans is transmitted by
aerial means, but no insect vector has been identified so far
(Daugrois et al., 2003, 2012). However, this bacterial species
possesses an animal-pathogen-associated T3SS of the
Salmonella Pathogenicity Island 1 (SPI-1) injectisome
family, suggesting that this pathogen interacts with an insect
vector (Marguerettaz et al., 2011). Therefore, as in Xylella
fastidiosa (Newman et al., 2004), DSF may play a role in
interactions of Xanthomonas albilineans with an unknown
insect vector.
An emerging theme from studies of the Rpf/DSF system in
different xanthomonads is that although the elements of
the system (RpfF, RpfC and RpfG) are highly conserved,
their actions in different organisms show considerable
diversification to fit specific needs for colonization of
different hosts or niches (Chatterjee et al., 2008a, b; Dow,
2008). In addition, it is becoming apparent that the Rpf/
DSF signalling system has additional complexities that
remain poorly understood. For example, protein–protein
interactions between RpfC and RpfF may act to regulate
DSF signal synthesis and RpfG is known to participate in
divergent signalling cascades (Dow, 2008; He & Zhang,
2008; Ryan & Dow, 2011). The analysis that we present
here for Xanthomonas albilineans indicates even further
diversity of action of these regulatory elements. The lack
of DSF in the rpfF mutant and overproduction of DSF in
(a)
(c)
(b)
Fig. 4. Complementation of swimming motility of Xanthomonas
albilineans in modified Wilbrink’s 0.25% agar medium supple-
mented with 3 mg gentamicin l”1. (a) WT pUFR047, i.e. wild-type
strain XaFL07-1 containing empty shuttle vector pUFR047. (b)
DrpfGC M9 pUFR047, i.e. mutant DrpfGC M9 (deficient in RpfGC
DSF transduction system) containing empty shuttle vector
pUFR047. (c) DrpfGC M9 pPR017Met, i.e. mutant DrpfGC M9
containing plasmid pPR017Met (rpfBFCG gene cluster). The
picture was taken 7 days after stab inoculation of the medium.
Quorum sensing in Xanthomonas albilineans
http://mic.sgmjournals.org 1157
the rpfC mutant of Xanthomonas albilineans are consistent
with findings in a number of other Xanthomonas species
and in Xylella fastidiosa (Barber et al., 1997; Chatterjee
et al., 2008c; Dow, 2008; Newman et al., 2004; Siciliano
et al., 2006). However, mutation of rpfG in Xanthomonas
albilineans also led to an overproduction of DSF, which is
not seen in other Xanthomonas species (He et al., 2010;
Slater et al., 2000; Sun et al., 2010). Secondly, the rpfF
(DSF-deficient) mutant of Xanthomonas albilineans was
only slightly affected in its capacity to colonize the host
plant and to cause disease symptoms, in contrast to other
species of Xanthomonas lacking DSF, which are generally
severely affected in their capacity to cause symptoms
(Dow, 2008; Siciliano et al., 2006; Thowthampitak
et al., 2008). Thirdly, mutations in rpfG and rpfC of
Xanthomonas albilineans had no effect on severity of
disease symptoms but led to an enhanced ability to
colonize sugar cane plants. These observations contrast
with the effect of mutations of rpfG and rpfC in other
Xanthomonas species and Xylella fastidiosa, which gen-
erally result in reduction of virulence and movement of
the pathogen in planta (Chatterjee et al., 2008a; Dow et al.,
2003; Ryan et al., 2010). These Xanthomonas albilineans
strains also overproduced DSF but this did not appear to
be involved in this increased spread of the pathogen in the
sugar cane stalk since the DrpfGCF mutant, which cannot
make DSF, also showed increased capacity for stalk
invasion. Interestingly, increased stalk invasion by the
RpfC and RpfG mutants was only seen in the lower part of
the stalk where bacteria move against the transpiration
stream.
Based on these results, the RpfCG two-component system
appears to be more critical for colonization of the lower
stalk by Xanthomonas albilineans than DSF biosynthesis.
This suggests that the RpfCG system can respond to signals
other than DSF; such signals could conceivably be of host
plant or pathogen origin. Mutation of rpfG and rpfC either
singly or in combination affected the degree of colonization
to the same extent (Table 4). In contrast, effects on
swimming motility and DS were only seen in the double
mutant (Tables 3 and 4). This indicates that RpfC and
RpfG can have regulatory actions that are independent of
each other, as has been suggested previously [reviewed by
Dow (2008)]. Although we have examined swimming
motility in Xanthomonas albilineans, work on Xylella
fastidiosa has shown that this pathogen colonizes the host
xylem using type IV pili and twitching motility (Li et al.,
2007; Chatterjee et al., 2008a). It would now be of interest
to examine the role of type IV pili, which are encoded by
the Xanthomonas albilineans genome, on the ability to
invade the sugar cane xylem.
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Annexe 4: Extent of epiphytic survival of wild-type strains XaFL07-1, GPE PC73 of 
Xanthomonas albilineans and the strain XaS3. 
 
 
 
Extent of epiphytic survival of wild-type strains XaFL07-1, GPE PC73 of Xanthomonas 
albilineans and the strain XaS3. Data are the means of 12 plantlets (results of two 
independent experiments) and 2-3 leaves per plantlet, two weeks after immersion of leaves in 
a suspension of X. albilineans (1 x 10⁷ CFU/ml). Bars with the same letter are not 
significantly different according to Tukey’s test (P < 0.05).  
 
These results were obtained as described in Mensi et al., 2013. Surface polysaccharides and 
quorum-sensing are involved in survival of Xanthomonas albilineans on sugarcane leaves. 
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Localisation in planta de Xanthomonas albilineans et identification de déterminants 
moléculaires impliqués dans la colonisation épiphyte de sa plante hôte, la canne à sucre 
 
Résumé  
Xanthomonas albilineans est l’agent causal de l’échaudure des feuilles, une des principales maladies 
bactériennes de la canne à sucre dont l’impact peut être très important lorsque des variétés sensibles 
sont infectées au champ. Les mécanismes qui régissent les interactions entre cet agent pathogène et la 
canne à sucre sont encore très peu connus. Les objectifs de ce travail étaient (i) d’identifier des 
déterminants moléculaires impliqués dans la survie épiphyte de X. albilineans et (ii) de préciser la 
localisation de la bactérie dans les tissus de la canne à sucre. Parmi les facteurs étudiés, les 
polysaccharides de surface et une protéine de la membrane externe (XaOmpA1) de X. albilineans 
s’avèrent indispensables pour la survie épiphyte de cet agent pathogène. En revanche, la molécule 
signal diffusible DSF et les métabolites secondaires codés par les gènes NRPS (« Non Ribosomal 
Peptide Synthetases ») ne sont pas requis pour l’installation de la bactérie en surface des feuilles, au 
moins en l’absence d’autres microorganismes compétiteurs. Toutefois, la colonisation optimale de la 
phyllosphère de la canne à sucre nécessite la présence d’un système DSF/RpfGC intact. Dans la 
deuxième partie de ce travail, nous avons vérifié la localisation in planta de X. albilineans par 
microscopie confocale, immunocytochimie, et microscopie électronique à transmission. Les 
observations microscopiques réalisées ont permis de montrer que X. albilineans n’est pas limitée au 
xylème de la canne à sucre, comme on le considérait jusqu’à présent. Bien au contraire, cette bactérie 
est capable de quitter le système vasculaire de sa plante hôte et de pénétrer dans d’autres types 
cellulaires, notamment les cellules du parenchyme non vasculaire. Il s’agit là, à notre connaissance, 
d’un nouveau mécanisme de colonisation d’une plante par une bactérie phytopathogène qui reste à 
décrypter.  
 
Mots clés: Xanthomonas albilineans, survie épiphyte, localisation, parenchyme non vasculaire. 
 
 
In planta localization of Xanthomonas albilineans and identification of molecular factors 
involved in epiphytic colonization of its host plant, the sugarcane 
 
Abstract 
Xanthomonas albilineans is the causal agent of leaf scald, a lethal disease of sugarcane that can 
significantly impact infected susceptible varieties in the field. The mechanisms that govern the 
interactions between this bacterial pathogen and its host plant are not well known. The objectives of 
this study were (i) to identify molecular factors involved in epiphytic survival of X. albilineans and 
(ii) to verify the localization of X. albilineans in sugarcane tissues. Among the studied factors, surface 
polysaccharides and an outer-membrane protein (XaOmpA1) of X. albilineans were crucial for 
epiphytic survival of this pathogen. Secondary metabolites synthesized by non-ribosomal peptide 
synthetases and the diffusible signal factor DSF were not critical for survival of X. albilineans on the 
sugarcane leaf surface, at least in absence of competing microorganisms. However, an intact 
DSF/RpfGC system was necessary for optimal colonization of the phyllosphere. In the second part of 
this study, we verified in planta localization of X. albilineans by confocal microscopy, 
immunochemistry and transmission electron microscopy. Microscopic observations allowed us to 
show that X. albilineans is not a xylem limited bacterium as it was believed until now. This pathogen 
is able to invade numerous cellular types including vascular and non-vascular parenchyma cells. To 
our knowledge, this is a novel invasion strategy of a plant pathogenic bacterium that has not 
previously been described, and that remains to be deciphered.  
 
 
Key words:  Xanthomonas albilineans, epiphytic survival, localization, non-vascular plant tissue.  
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